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(54) Bezeichnung: 



(57) Abstract 



MICROORGANISMEN AND PLASMIDE FUR DIE 2,4-DICHLORPHENOXYESSIGSAUR£ 
(2,4-D)-MONOOXIGENASE - BILDUNG UND VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG DIESEP 
PLASMIDE UND STAMME 



A description is given of the manufacture by genetic engineer- 
ing and the use of plasmids and bacterial strains containing the gene 
tfdA or a gene practically identical to the latter on a short DNA sec- 
tion which can be precisely characterized. The new plasmids and 
micro-organisms are suited for the production of 2,4-D (2,4-dichlor- 
ophenoxy acetic acid)-monooxygenase and as initial products for 
the transmission, by genetic engineering, to various organisms of the 
2,4-D-decomposing characteristic of this enzyme. 

(57) Zusammenfassung 

Gentechnische Herstellung und Verwendung von Piasmiden 
und Bakterienstaramen, die das Gen tfdA oder ein mit tfdA fast 
identisches Gen auf einem kurzen, genau charakterisierbairen DNA- 
Abschnitt enthalten. Die neuen Plasmide und Mikroorganismen eig- 
nen sich zur Produktion von 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsaure)- 
monooxigenase und als Ausgangsprodukte fur die gentechnische 
Obertragung der 2,4-D-abbauenden Eigenschaft dieses Enzyms auf 
verschiedene Organismen. 
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Mic^-ooraanismen una Plasinide fur die ^ , 4-Dichlorphenoxy- 
essigsaure ( 2 , 4-D) -monooxigenase - J3ildung und Verfahren 
3ur Hersteiiung dieser Plasmide und Stamme 

Die voriiegende Erfindung betrifft die gentechnische Hersteiiung von Pias- 
miden und Bakterienstammen , die das Gen tfdA oder ein im Wesentlichen mit 
tfdA identisches Gen auf einem kurzen genau charakterisierbaren DNA-Ab- 
schnitt enthalten. Die neuen Piasmide und Mikroorganismen eignen sich 
besonders gut zior Produktion von 2 , 4-D-monooxigenase sowie als Ausgangs- 
produkt fiir die gentechnische Ubertragung der 2 ,4-D-abbauenden. Eigen- 
schaften dieses Enzyms axif verschiedene Organismen (einschlieHlich der 
damit. erreichbaren 2 , 4-D-Toleran2 bei gene tisch -transfonnier ten. Pflanzen) . 

.Die 2 , 4-D-fnonooxigenase ist eifi En2Yin,..das in vielen 2 , 4-D-al^3auenden Or- 
ganismen den ersten Schritt bei der Metabo lisierung von 2 , 4-Dichlor- 
phenoxyessigsaure (2,4-D) katalysiert. Zu 2 ,4-D-abbauenden Organismen ge- 
hdren besonders Bodenbakterien wie z .B, Acinetobacter , Alcaiigenes , Arthro- 
■ bacter, Corynebacterium und Pseudofnonas^( vgl . hierzu G.R, Bell, Can. J. 
Microbiol. 3:821 (1957); J.M. Bollag et al. , J. Agn.c- Food Chem. 16:826 
(1968); R.H. Don et al., J. Bacteriol. 145:681 (1981); W.C. Evans et al. , 
Proc. Biochem, Soc. Biochem. J, 57:4 (1954); W.C. Evans et al., Biochem. 
J. 122:543 (1971); R.P. Fisher et ai . , J. Bacteriol. 135:798 (1978); T.I. ' 
Steenson et al., J. Gen. Microbiol. 16:146 (1957); J.M. Tiedje et al. , J. 
Agrlc. Food Chem, 17:1080 (1969); J.E. Tyler et al., AppL. Microbiol. 
28:181 (1974); J.M. Tiedje et al. , J. A<^ric Food Chem, 17:1021 (1969)7: 
Sie spielen bei der Entgiftung des Erdbodens und der Abwasser von halogenierten 
aromatischen Verbindungeri , wie sie gerade unter den landwirtschaf tlich ge- 
niitzten Pestiziden und Herbiziden vorkommen, eine bedeutende Rolle. 

In der Gruppe der 2,4-D-abbauenden Wildtypbakterien ist der Stamm Al- 
caligenes eutrophus JMP1 34 der bekannteste und am besten charakterisierte . 
Er beherbergt das etwa 80 Kilobasen groGe Plasmid pJP4, das samtliche fiir 
den Abbau von 2,4-D wichtigen Gene enthalt (R.H. Don et al. , I.e.). Das 
Plasmid pJP 4 wurde klirzlich auch isoliert und charakterisiert ^.H. Don et 
al., J. Bacteriol. 161:466 (1985)]. 

Funf am Abbau von 2,4-D beteiligte Gene, bezeichnet als tfdB, tfdC, tfdD, 

tfdE und tfdF, wurden durch Trans posonmutagenese lokalisiert und in E. coli 

kloniert. Vier Genen konnte dabei von R.H. Don et al. /J. Bacteriol. 

161 :85 (1985)y durch biochemische Studien eine Einzymfionktion zugeordnet warden. 
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Es isc jedoch bisher noch nicht geiijngen, das Gen tfdA auf dem Plasmid 
pJPt Oder auf einetn Subfragment von diesem zu lokalisieren. zu isoiieren 
uns± seine Struktvir auizxjklaren. 

Durch die vorliegende Erfindung ist es n-^n erstmals gelungen, das Gen tfdA 
zu isoiieren, klonieren und charakterisieren. Es ist damit moglich, dieses 
Gen fiir eine Ubertragung auf andere Organismen verf iigbar zu machen mit den 
Ziel, die von tfdA kodierte 2 , 4-D-nionooxigenase in diesen Organismen zur 
. Expression zu bringen. Dabei kann es sich urn Mikroorganismen handeln, aber 
auch hdhere Organismen, wie z.B. Pflanzen. konroen daTur in Frage. 

Die gezielte Ubertragung von tfdA auf andere Mikroorganishien bietet die 
Moglichkeit, das Spektrxini der von diesen Organismen afcbaubaren Substanzen 
zu erv^item. Fiir Bakterien ist die Ubertragung und Expression von Gfenen • 
des gesamten 2,4-D-Abbaus bereits in J. Bacteriol. 145:681 (1981). und in 
Arch. Microbiol. 134:92 (1983) beschrieben worden. Es wurde jedoch noch 
kein Versuch untemommen, ein isaliertes tfiiWSn in gram^tivei fidcteden wie Essu-' 
donomas oder Aikaiigenes zur Expression zu bringen. 

Ebensowenig ist ein solcher Versuch fiir Pflanzen bekannt. Die Metafco- 
lisierung von 2,4-D durch einige Pflanzenarten wurde verschiedentlich fce- 
richtet ^eed Science 24:557 (1976) und Z. Pflanzenphysiol. 110:395 (1983)^. 
In niederen Konzetitrationen wirkt diese Substanz als auxinanaloges Pf lan- 
zenhornran und wird deshalb in der Zellkulturtechnik verwendet. in hoheren 
Kdnzentrationen vd.rkt es auf die Pflanzenzelle wie auch auf die Gesamtpflanze 
als i'fuchshemmstoff, was seinen Einsatz als Herbizid begriindet. In einer 
haploiden Zellsuspensionskuitur von Nicotiana silvestris konnte durch Adap- 
tion an steigende fConzentrationen von 2.4-D eine Toleranz gegeniiber diesem 
sythetischen Wuchsstoff erreicht werden, die auf einer erhdhten Meta- 
bolisierungsrate beruht ^.H. Zenk, 1974. Haploids in physiological and bio- 
chemical research, m Haploids in higher plants. Advances and potential. Pro- 
ceedings of the First International Symposium, Guelph, Ontario, Canada. p33?7. 

Da das Gen tfdA die Abspaltung der Seitenkette von 2,4-D 
vermittelt, konnte die Fahigkeit. 2,4-D zu inakti vieren . rait Hilfe des aus 
Bakterien gewonnenen Gens auf all diejenigen Pflanzen iifaertragen werden, 
fiir die eine derartige gentechnische Manipulation tndglich ist. Verfahren zur 
Ubertragung frenxder Gene auf Pflanzen und deren Nachkonroenschaf t sind heute 
bereits fiir einige Pflanzenarten erprobt/^M. De Block. L. Herrera-Estrella , 
M. Van Montagu. J. Schell. and P. Zambryski. 1984. Expression of foreign ' 



wo 88/01641 - 3 ^ PCT/DE87/00392 



genes In regenerated plants and in their progeny. EMBO J. 3:1681 aowie RJD. i 
Shilllto, M.W, Saul, J. Paszkowski, M,,Miiiler, and J. Potrykus , 1 985 . " High 
efficiency direct gene transfer to plants. Bio /technology 3:10997und werden 
in nachster Zeit eine breitere Anwendbarkeit erlangen. 

In die genetische Transformation von Pflanzen werden grofle Hoffnungen ge- 
setzt, insbesondere was die Exzeugung neuer, fiir den Menschen wichtiger j 
Wutzpflanzen faetrifft £J.L, Marx, 1985. Plant gene transfer becomes a 
fertile field. Science 230:11487. Mit dem Gen tfdA stiinde dafiir eine neue 
genetisch iibertragbare und in vivo selektierfaare Eigenschaft in Form einer 
Toleranz gegeniiber einem Wachstumshenrostof f zur Verfiigting, wie sie bis- 
her nixr fiir wenige Antibiotika- bzw. Herbizidtoleranzen bekannt ist ^.T. 
Fraley et al, 1983. Expression of bacterial genes in plant cells. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 80:4803 und Nature 317:741 (1985)7. 

Die voriiegende Erfindung besteht zunachst darin, da£h unter Anwendung eines 
an sich bekannten Otutationsverf ahrens von einem Bakterienstamm , der 2,4-D 
als Wachstumssubstrat verwenden kann, wie z.B. Alcaligenes eutrophus 
JMP134, eine bisher nicht bekannte Mutante hergestellt wird, in welcher das 
Strukturgen fiir die 2 , 4-D-monooxigenase inaktiviert: ist. Diese Mutante wird 
unter Anwendung der bekannten Verfahren der DNA-Rekombination in vitro, der 
ISransformation mit rekombinanter DNA und des konjugativen Transfers von 
DNA zur Selektion von rekombinanter DNA eingesetzt, welche tfdA oder mit 
tfdA im Wesentlichen identische Gene" enthalt. 

Gegenstand der Erfindung sind Plasmide, die das Gen tfdA oder mit tfdA im 
Wesentlichen identische Gene en thai ten, sowie Plasmide, weiche Telle dieser 
Gene einschliefilich der Promotorregion enthaiten. 

Die erfindungsgemal^en Plasmide konnen hergestellt werden, indem man DNA aus 

Wildtypbakterien, welche Gene fiir die Metabolisierung von 2,4-D oder 

2 , 4-D-ahnlichen Verbindungen besitzen, mit Restriktionsendonukleasen ver- | 

daut und die entstandenen DNA-Fragmente mit Hilfe einer DNA-Ligase mit einem ' 

Plasmidvektor verkniipft, welcher zuvor dixrch das gleiche Restriktionsen- 

zym in seine lineare Form umgewandelt worden ist. 

I 

i 

i 

Unter den so entstandenen rekombinanten Plasmiden konnen die erfindungsge- 
mafien tf dA-haltigen Plasmide dadurch identif iziert werden , daO man die 

ERSATZBLATT 
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Piasmide in Bakterienstamme bringt, aus denen dann die tfdA-haitigen 
Klone direkt aufgrund einer von tfdA vermittelten Fahigkeit selektiert war- 
den konnen. 

Solche Bakterienstamme besitaen die Eigenschaft, die in einer enz^atischen 
Reaktion in vivo von der 2 , 4-D-monooxigenase gefaildeten Produkte, nicht 
Jedoch deren Substrate ais Kohlenstoff- lind Energiequellen verwenden zu 
. konnen. 

Beispiele fiir Stanane mit der genannten Eigenschaft sind die erfindungsge- 
maCen tf dA-Matanten , in denen alle Gene fiir den Abfaau von 2,4-Dichlor- 
■phenol aktiv sind, ferner der Stamm Alcaligenes eutrophus JMP222 welcher 
Abbauwege fiir Phenol besitzt, sowie Pseudomonas sp, B13, der 4^hlorphenol 
verwerten kann. Aber auch eine Reihe weiterer Bakterienstamme, welche ver- 
schieden substituierte Phenols abbauen kohnen und vorwiegend in der Gruppe 
der gram-negativen Baktrexen angetroffen werden, slnd als Rezipienten zur 
Selektion und Identifizierung von klonierten tfdA-Genen vorstellbar. 

Als Klonierungsvektoren werden bevorzugt Piasmide mit breitem Wirtsbereich 
vervendet, die in der Lage sind, sich auch in anderen Bakterienstammen als 
E. coli replikativ zu vermehren. Aber auch Piasmide, die ihre DNA cder Telle 
ihrer DNA durch Integration in das Genom der Wirtszelle weitervermehren 
konnen, kommen dafiir in Frage, 

Als Verf ahren zur Einfiihrung von DNA in die lebenden Zellen besagter Bakte- 
rienstamme eignet sich einmal die direkte Transformation dieser Stance so- 
fern Methoden dafiir bekannt sind. So gibt es z.B. Transformations verf al^en 
fur Pseudomonas und verwandte gramnegative Bakterien ZA.A. Mercer and j.s. 
Loutit. 1979. -nransformation and transfection of Pseudomonas aeruginosa: 
effects of metal ions. J. Bacteriol. 140:37-42; A.M. Chakrafaarty J R 
Mylroie. D.A. Friello, and J.G. Vacca. 1975. Transformation of Pseudomonas 
putLda and Escherichia coli with plasmid-linked drug-resistance factor 
DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA -72:3647-36517. Fiir alle gramnegativen Bak- 
tenen anwendbar und wesentlich effektiver ist hingegen die Transformation 
eines E. coli Stammes nach einer literaturbekannten Methode 'mit anschlie£3endem 
konjugativen Transfer der Piasmide in die betreffenden Bakterienstanme 
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Piir den konjugativen Transfer klonierter DNA werden bevorzugt mobiiisier- 
bare Piasmidvektoren verwendet. Die fiir den Transfer erf order lichen Gene . 
werden dabei entweder von sogenannten Helferplasmiden Oder von speziell 
dafur konstruierten mobilisierenden Stammen zur Verfugung gesteilt, 

Aus den besagten Bakterienstammen, welche direkt durch Seiektion auf ge- 
eigne ten Wachstuinssubstraten gewonnen werden, oder aus Klonen von coli, 
welche durch das geschilderte Verfahren oder andere bekannte Testsysteme 
auf Expression von tfdA identif iziert werden, lassen sich die tfdA enthal- 
tenden Piasmide nach bekannten Verfahren als eindeutig definierbare chemische 
Substanzen isolieren. 

Der Vorteil der direkten Seiektion tfdA-haltiger Stamme durch Wachstumstest 
besteht vor allem darin, daJ3 er im Gegensatz zu den bisher bekannten Ver- 
fahren, die alie auf relativ aufwendigen Enzymtests beruhen, die Identif i- 
zierung ■ eines tfdA-haltigen Plasmids unter einer sehr grofien Anzahl ver- 
schiedener Piasmide ermpglicht , wie . sie bevorzugt bei der Herstellung von 
Genbanken, d.h. der randomisierten" Klonierung von DNA-Bruchstucken genomi- 
scher DNA entstehen. Der Vorteil besteht damit in der breiten Anwendbar kei t 
des Verfahrens, denn Klonierung von tfdA-Genen ist damit nicht mehr auf Wild- 
typstamme beschrankt, die das Gen tfdA auf einem gut isolierbaren Plasmid 
tragen, sondern ist aus beinahe alien Wildtypstammen mdglich, auch solchen, 
die das Gen auf einem schlecht zugangiichen Plasmid oder dem Chromosom ent- 
halten. 

Die erf indungsgema£5en Piasmide werden erhalten, indem man z.B. das aus 
Alcaligenes eutrophus JMP1 34 stammende Plasmid pJP4, auf dem die Gene fiir - 
den Abbau von 2,4-D iiegen, mit der Restriktionsendonuklease Hindlll schnei- 
det, die entstandenen DNA-Fragmente elektrophoretisch trennt und die 
einzelnen isolierten Fragments mit dem Hindlll-geschnittenen und dephos- . 
phorylierten Vektor pVKlOl ligiert. Der mobilisierende Stamm E. coli SI 7-1 
wird mit der rekombinanten DNA transformiert und plasmidhaitige Stamme wer- 
den auf tetracyclin-haltigem Mediijm selektiert. Aus Stairanen, welche durch 
Restriktionsanalyse identif izierte rekocnbinante Piasmide enthalten, wird 
die Plasmid-DNA durch Kunjugation auf die oben erwatinte tfdA-Mutante 
JMP134:Tn5-2 ubertragen und die Expression des klonierten tfdA-Gens durch 
Wachstum des Wirtsstammes auf 2 , 4-D-haltigem Minimaljnedium nachgewiesen . 
Auf diese Weise kann das Plasmid pVJH21 identif iziert werden, welches das 
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Gen- tfdA auf einem 21 Kilobasen grooen HinHrrr 

Die erfindungsgemafJen Plasmide kdnnen aufl^rH ^ 

"erden. ^ ^ 9^<*iiderte seise selektiert 

Vektorplasmld pGSS33 vsrtauo,. ^ Sacl-^aschnittenen 
den "»biii.ierend«sta™n E. c=U si 7 , ^ Tran3forn«tion in 

« Art der ver«ndeten Pla^dveKtcren unte..=he.de!. 
So kann z.B. das 3 Kiiobasen groo- Sacr . 

egativen Bakta.i.n Z a^T ^ «-triktionskarte u:^ die ihv.^ 

Senden heschrieben werden „ird der . ~^^^"^'=* Plas»,ide, „ie sie i„ pol- 

den sta™„ AXcaiigenes ^ " 

-rtung von Phenoxyessigsau^ 2s »^!L k 

ure ais -achstumssubstrat bevorzugt. Dieses 

ERSATSSiATT 



wo 88/01641 



- 7 - PCT/DE87/00392 



System bietet gegeniiber den tfdA-Mutanten die Vorteile, dafi bei diesem 
Rezipientenstamm der konjugative Transfer mit hdherer Effizienz statt- 
findet und mit der Kanamycin-Resistenz ein weiterer selektierbarer Marker 
zur Verfiigurig steht. 

Durch Subklonieren kdnnen tfdA enthaltende DNA-Fragmente auch in Expres- 
sions vektoren eingebaut werden, auf denen tfdA-Gene mit Hilfe eines fremden 
Promo tors exprimiert werden. 

So kdnnen z.a. das 2.8 Kilobasen grofle SacI /Sail-Fragment , das 2.0 Kilo- 
basen groBe BamHI/Sail-Fragment und das 1.4 Kilobasen grofie Xbal/Sall-Frag- 
ment in die Expressionsvektoren pT7-5 und pT7-6 direkt ijn Anschlu3 an 
einen Phagenpromotor eingebaut werden, dlirch den die Genexpression mit Hilfe 
einer Promotor«spezif ischen RNA-PolyiDerase gezielt angeschaltet werden 
kann. Das von den neu kombinierten Plasmiden pTJSS'035, pa7JS^B435 und 
E3TJS'X535, deren- Herstellung in den Beispielen 8, 9 und 10 beschrieben wird, 
exprimierte tfdA-Genprodukt kann durch spezifische Markieriihg mit radio- 
aktivem Methionin und anschlieBende Gelelektrophorese identif iziert wer- 
den. Das System kann femer dazu benutzt werden, in ¥ineni E. 'coli-Stamm 
groX3e Mengen an 2 , 4-D-monooxigenase zu erzeugen, was die Reinigung und die 
anschliefiende proteinchemische und enzymatische Charakterisierung d^s Gen- 
prodUkts im Vergleich zu seiner Isolierung axjs ' dem wildtypstarmi Wesehtlich 
erleichtert, wodurch weitere biotechnologische Anwendungsmdglichiceiten erst 
erforschbar werden. 

Die Subklonierung -von . tfdA enthaltenden DNA-Fragmenten in* Phagenvektoren 
vom Typ des M13-Phagen ermdglicht 'die Herstellung von Einzelstrang-DNA. Sie 
kann zur Bestimmung der' Basensequenz nach- dem Verf aHren' von 'sanger- lF\ San- 
ger, S. Nicklen, and A.R. Coulson. 1977. DNA sequencing with chain- ter- 
minating inhibitors. Proc. Matl.' Acad. Sci. USA 74: 54637 eingesetzt werden, 
sie kann ferner zur gezielteri Mutagenese einzelner Basen mittels Oligonukleo- 
tiden dienen, ein bekanntes Vertahren, das die Erzeugung* von- Restriktions- 
schnittstellen in einem Gen oder die Anderung der Aminosaureabfolge er- 
laubt. Die Einf ugung von Restriktionsstellen in Genen erweitert deren An- 
wendungsmdglichkeiten, well dadurch Schnittstellen fiir den Einbau yon 
fremden Promotoren und die Verknupfung von Genfragmenten zur Bildung von 
Fusionsproteinen geschaffen werden, wie sie z.B. fiir die Expression prokaryo- 
tischer Gene in Eukaryonten ndtig sind. 



wo 88/01641 



- 8 - 



PCT/DE87/00392 



Dre Subklodierung des 2.8 Kilobasen groBen Sacl/Sall-Fragn^nts aus 
PKJS32 in die Phagenvektoren MT3tgT30 und M13tg13l , wie sie im Beispiei 16 
beschrieben wird, stellt eine Mogiichkeit dar, um das Gen tfdA fiir eine 
Sequenzierung zugangiich zu machen. Durch itodifikatioa der Doppelstrang- 
DNA der rekombinanten Phagen MJSS'OSO und MJSS'031 kdnnen weitere Ver- 
anderungen an der Insert-DNA vorgenomnen werden. 

Die erfindungsgen,al3en Plasmide kdnnen ferner durch Modif ikation aus 
tfdA-haltigen Plasmiden hervorgehen. Durch Behandlung solcher Plasmide 
mit einer cx3er mehreren Restriktion^xfcnJleasen , eventueller Behandlung 
mxt Exonukleasen und anschliefiender Wiederverkniipfung der DNA-Enden zu 
eonen, ringfdrmigen Molekul, erhalt man deletierte, d.h. um einen fc^stimmten 
DNA-Abschnitt verkleinerte Plasmide, welche ein «eiterhin intaktes tfdA-Gen 
en thai ten kdnnen. 

So ist es z.B. mdglich, durch Entfemen von definierten DNA-Fragmenten 

aus den Plasmiden pKJS3T und pt(US32 das darin enthaitene 3 Kilobasen 

grooe insert bis zu der XbaX-Schnittstelle auf der einen Seite und bis zu 

der Sau:-Schnittstelle auf der anderen Seite zu verkleinem, ohne daG die 

Aktxvital: von tfdA dafcei verloren geht. Die so erze^en, fn den Beispielen 

4, 5 und 7 beschriebenen Plasmide piCJSB330, pKJS(X)630 und p(CJS32RHAS ' sind 

in der Lage, tfdA-Genaktivitat zu exprimieren. Auf diese Weise kann die 

Lage des Gens auf eim..4 Kilobasen grofies Xbal/Sall-Fragment eingegrenzt 
werden. 

Durch die in Beispiel 16 beschriebene Deletion von verschieden langen DMA- 
Afaschnitten aus den doppelstrangigen Forn^n der rekooibinanten Phagen MJSS- 
030 und WJSS.031 mittels Exonuklease IH, kann eine Reihe von Phagen er- " 
zeugt werden, ,bei denen jeweils verschiedene Bereiche der klonierten DNA dem 
Startpunkt fiir die Sequenzierung am nachsten liegen. Die Sequenz eines 2 
Kxlobasen grofien Bamfii/Sall-Fragments kann dann aus den iiberlappend sequen- 
zxerten Teilbereichen zusammengesetzt werden. Aus der Kenntnis der Basen- 
sequenz lassen sich dann weitere Eigenschaften der tfdA enthaltenden DNA 
ableiten, wie z. B. die Lage und Lange der kodierenden Region und die Lage 
von Restriktionsschnittstellen,. was fiir die weitere Verwendung von tfdA von 
erheblichem Nutzen sein kann. 
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EXirch Deletion von DNA-Fragmenten aus tfdA enthaitenden Plasmiden bzw. 
durch Subkionieren von DNA- Fragment en konnen auch weitere erf indungsge- 
mai3e Pia^mide erhalten werden, die nur ncch Telle eines. tfdA-Gens ent~ 
halten. So entsteht z.S. durch Subkionieren des 1 .5 Kilobasen groOen 
EcoRI/BamHI-Fragments aus pKJS32 in pKT231 das Plasmid pKJEABr30, das 
nur ncch das 5'^Ende von tfdA, d,h. den Promotor and die fiir den N-Terminus 
kodierende Sequenz, enthalt und das nicht mehr zur Expression eines en- 
zymatisch aktiven Genprodukts befahigt ist. Telle von Genen konnen zur Kon- 
struktion von Plasmiden Verwendung f inden , bei denen das 5 ' -Ende einer ko - 
dierenden DNA einschliefilich deren Procnotor-ijn gleichen Leseraster mit 
dem 3*-Ende einer anderen kodierenden DNA verkniipft sind und die somit 
zur Expression eines sogeriannten Fusionsproteins iii den jenigen Organisroen 
fiihren, die den jeweiligen Promotor erkennen, 

Eine weitere Mdglichkeit der Modifikation der erfindungsgemaflen Plasmide 
besteht in der Insertion eines fremden DNA-Segraents . Die Insertion kann zior 
Einfiigung neuer funktioneller DNA-Sequenzen dienen, z.B. von Restriktions- 
schnittstellen, Promotoren, Resistenzgenen , Translations- und Trans- 
kriptionsstopsignalen. Die Insertion eines Jeils einer fremden Gensequenz 
kann auch zur Bildung von Fusionsproteihen fiihren. 

Ein Beispiel fur die Insertion einer fremden DNA ist die Insertion des 
Omega-Fragments in die Bglll-Schnittstelle des Plasmids p/rjS'X535, die 
inmitten der kodierenden Regim t&3A gelegen ist (Bsispiel 11 ). Mit diesm Fra^ 
ment werden Translations-Stopkodons in alien Leserastem und Transkriptions- 
Stopsignale zusammen mit einer selektierbaren Antibiotikaresistenz einge- 
baut. Wie durch spezifische radioaktive Markierung des Genprodukts sowie 
durch in vivo Enzymetest auf 2.4-E>-monooxigenase (Beispiel 15) nachge- 
wiesen werden kann, fiihrt dies zur Expression eines verkiirzten, nicht mehr 
enzymatisch aktiven Proteins durch das rekcmbinante Plasmid pTJS ' X535omega. 

Klonierte Fragmente, die tfdA oder Telle von tfdA enthalten, konnen zur 
tektion homologer DNA-.Sequenzen und damit ziim Auf finden von tfdA-Genen in 
anderen Organismen dienen. Dazu werden dlese Fragmente aus den erfindungs- 
gemarsen Plasmiden mit Hilfe geeigneter Restrlktionsenzyme herausgeschnit- 
ten, isoliert und nach literaturbekannten Methoden z.B. durch Radionuklldelnbau 
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markiert. Durch das bekannte Verfahren der Hybridisierong konnen in der 
gesamten DNA eines Organismus oder in einer daraus hergesteiiten Genbank 
Fragmente identif iziert werden, die eine Homoiogie mit tfdA aufweisen. 
Auf diese Weise konnen auch unter einer Population verschiedener Organismen 
jene erkannt werden, die eine solche mit tfdA hcmologe Sequenz enthalten. 
Das Verfahren kann zum Aufspuren neuer 2,4-D abbauender Organismen sowie 
zum Auff inden von tfdA-Genen in diesen Organismen verwendet werden, 

tf dA-Gene konnen entweder direkt mit Hilf e der erf indungsgemafien Piasmide , 
soweit sie dafiir geeignet sind, oder nach Veranderung mittels bekannter 
Verfahren der Gentechnik auf andere Organismen iibertragen werden. Die 
Cibertragung kann den Zweck verfolgen, die von tfdA kodierte 2,4-D-mono- 
oxigenase in diesen Organismen zu exprimieren und diesen damit die Eigen- 
schaft zu verschaffen, 2,4-D oder 2 , 4-D-ahnliche Substanzen abbauen zu 
konnen • 

So ist es z,B, mogiich, durch den in Beispiel 14 beschriebenen konjugativen 
Transfer tfdA-haitiger Piasmide mit breitem Wirtsbereich in verschiedene 
gram-negative Bakterien diesen die Fahigkeit zu verleihen, 2,4-D oder 
^ ' "^-^-^^liche Sutistanzen zu ^em korrespondierenden Phenol* umzusetzen. In 
Verbindung mit einer dem jeweiligen Stamm eigenen Abbauleistung kann dies 
zu einer Erweiteriang des Spektrums der von diesem Staiwn ai±3aubaren Ver- 
bindungen fuhren. Der Stamm Alcaligenes eutrophus JMP222 besitzt z,B. Gene 
fiir die Metabolisierung von Phenol. Die Expression von tfdA vermittelt ihm 
somit die voliig neue Moglichkeit, Phenoxyessigsaure als Wachstumssubstrat 
zu nutzen. Der Stamm Pseudomonas 813 kann sowphl Phenol als auch 
4-Chlorphenol metabolisieren, und erhalt durch tfdA auf analoge Weise die 
Fahigkeit zum Wachstura auf Phenoxyessigsaure und 4-Chlprphenoxyessigsaiire . 
Ebenso ist der Abbau verschieden substituierter Phenoxyessigsauren wie 
4-Chlor-2 -methylphenoxyessigsaur e , 2,4, 5-Trichlorphenoxyessigsaur e und 
ahniicher Verbindungen durch Organismen. denkbar, welche tfdA enthalten und 
die korrespondierenden Phenole umsetzen konnen. Wenn die damit erreichbare 
Erweitertang des Spektrums der * Abbauleistungen eines Organismus auch nicht 
in jedem Falle zur Schaffung einer neuen, in der Natur bisher nicht ver- 
wirklichten Eigenschaft fiihrt, so kann sie dcch zu einer qualitativen Ver- 
besserung dienen, insofem als damit Stamme mit einer im Vergleich zu 
Wildtypstammen hdheren Abbauleistung konstruiert werden konnen, oder solche 
mit einer hdheren Tbleranz gegeniiber nioglicherweise toxiscihen Substraten 
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Oder Produkten eines Abbauweges, Solche Stainine wiirden sich spezieil unter 
Bedingiangen ais nutziich erweisen, wie sie nicht in natiiriicher Umgefcung, 
sondem in Idinstilichen Systemen wie z.B. in Klaranlagen zur Reinigung in- 
dustrial ler Abwasser vorherrschen , Eine Uhersicht iiber die bisher auf dem 
Gebiet des mikrobieilen Abbaus haiogenierter aroma tischer Verbindungen mit 
Hilfe neukonstruierter Stamme erreichfaaren Leistungen wurde kiirzlich ver- 
offentlicht {h, Ghosal, I.«S. You, D.K. Chatterjee, A,M. Chakrabarty. 
1985. Microbial degradation of haiogented compounds. Science 228:135-1427- 

Eine weitere Verwendungsmoglichkeit fiir das Gen tfdA stellt seine Uber-tra- 
gung auf Pflanzen dar. Methoden zur Transformation von E^latxizen mit fremder 
DNA sind in der Literatur bekannt und erprobt. Bisher sind im Wesentlichen 
zwei Verfahren zu unterscheiden : Die eine bedient sich der Funktionen des 
Ti-Piasmids aus Agrobacterium tumefaciens, die andere basiert auf der 
Transformation pfianzlicher Protoplasten unter Zuhilfenahme physikalischer 
und chemischer Agentien wie Elektroporation , Hitzeschock, Kalziumchlorid- 
oder Polyethylenglykolbehandlung. Wahrend die Transformation pfianzlicher 
Zellen durch die eine oder andere Methode prinzipiell immer moglich ist , 
gelingt nicht in jedem Fall die Regeneration ganzer Pflanzen aus einzelnen 
Zellen oder Zeil<^weben. Dies stellt im Moment das Haupthindemis fiir die 
gentechnische Manipulation von monokotylen Pflanzen dar. 

Bevorzugtes Ziel der Transformation von Pflanzen mit tfdA ist die Expres- 
sion der Geneigenschaf t , d.h. der 2 ,4-D-monooxigenase-Aktivitat in der 
transformierten Pflanze. Die Pflanze ware damit in der Lage, die in niede- 
ren Konzentrationen als auxinanaloges Pflanzenhormon und in hohen Konzen- 
trationen als Wuchshemmstoff wirkenden Derivate der Phenoxyessigsavire zu 
3en phytochemisch unwirksamen Phenoien abzubauen. Somit kame dieser Eigen- 
schaft eine Bedeutung als selektierbarer Marker fiir genetisch transformierte 
.pflanzen zu. 

)amit ein prokajryotisches Gen wie tfdA in Pf lanzenzellen exprimiert werden 

cann, mull es mit den fur die Transkription und die Translation notwendigen 

j( [. 

)f lanzensj{j)ezif ischen Signalsequenzen gekoppelt sein. Es sind Hiriweise be- 
:annt, dis diese Koppelung durch die zuf allsgesteuerte Integration eines 

ilii 

tens in cfes Genom einer damit transformierteii Eflanze stattfinden kann. 

i" . . . 

'rokaryotische Gene werden jedoch bevorzugt: in vitro mit den geeigneten 

>f lanzenspezif ischen Expressionssignalen kcmbiniert. Ein adlgemein anwend- 
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bares Verfahren besteht z.B. darin, daC das S'-Ende eines S truktxargens ein- 
schliel31ich des dazugehdrigen pflanziichen Promo tors mit der kodierenden 
Sequenz des prokaryotischen Gens in der Weise verkniipft wird, dafi in einer 
damit transformierten Pflanzenzelle ein Fusionsprotein sythetisiert wird, 
das axis den N-teiminalen Aminosauren des Pflanzenproteins und einem iifaer- 
wiegenden Anteil des prokaryotischen Proteins besteht und das in seinen 
wesentlichen Eigenschaften dem prokaryotischen Protein gleicht £6.T. Fraley 
et al. 1983. Expression of bacterial genes in plant cells. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 80:4803, J. Paszkowski, and M.H. Saul, 7986. Direct gene 
transfer to plants. In s.P. colowicJc and N:A. Kaplan (ed.). Methods in 
EnzynK^logy 118:5687. Eine ahnliche Methode verwendet nur den pflanziichen 
Pronator einschliefilich eines Tteils der 5'-untran sla tierten Region der. 
transkribierten m-RNA und verzichtet auf das 5'-Ende der kodierenden Region 
exnes pflanziichen Gens. Bei der Expression in Pflanzen dient dann ein 
ATG-Kodon des prokaryotischen Genteils als Start fiir die Translation. In 
analoger Weise lassen sich die Expressionssignale von Pflanzenviren ver- 
wenden ^, Brisson, and T. Hohn. 1986. Plant virus vectors; cauliflower 
mosaic virus. In S. P. colowick and N. O. Kaplan (ed. ) , Methods in 
Enzymoiogy 11 8 r6597. Vektoren fiir^ die Expression prokaryotischer Gene in 
^ ,tflanzen sind liter aturbekannt und stehen allgefnein zur Verfiigung. 

Voraussetzung fiir die Konstruktion eines in Pflanzen exprimierbaren C-ens 
.aus eonen, prokaryotischen Gen mit Hilfe der genannten Vektorplasmide ist 
die Kenntnis der Basensequenz , wie sie fiir das Gen tfdA vorliegt. sie er- 
laubt die exakte Lokalisation von Restriktionsschnittstellen und ernKiglicht 
damxt die basengenaue Verkniipfung der verschiedenen DNA-Segmente . Ferner 
ernoglxcht sie erst die gezielte Mutagenese zur Schaffung neuer funktionell 
wxchtiger DNA-Sequenzen . wie z.B. die Einfiihrung von neuen Restriktions- 
schnittstellen . 

Im Nachstehenden wird die Erfindung an Hand von Zeichnungen und Beispielen 
naher erlautert. In den Beispielen wurden in der Fachwelt allgemein be- 
kannte und erprobte Methoden der Gentechnik benutzt. Die Klonierung von 
Genen und die Analyse von GenstruktureJjWurden nach den gentrechnischen 
Standardverfahren durchgefiihrt. die be:|kts Eingar^. in die Lehrbucher von 
E.-L. Winnacker (Gene ..und Klone, Verlag|bien,ie, Weinheiin. 1985) und von R. 
W. Old-und S.B. Primrose (Principles of' gene manipulation, Blackwell 
scientific Publ. , oxford, 1985) g^funden haben . in I.K. Setlow und A. 
Hollaender (Genetic engineering: principles and methods. Plenum Publ. Corp. 
N-Y.) Z.B. werden die Methoden und Techniken jeweils auf den neuesten 
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Stand gebracht. Neben den spezieiien Veroffentlichungen wurden vielfach 
auch allgemeine Arbeitsvorschrif ten in Form von Laborhandbiichern ^.W. 
Davis et ai. , Advanced bacterial genetics: a manual for genetic engire.ering, 
T. Maniatis et al., Molecular cloning; T.J. Silhavy et al.. Experiments ^ 
with gene fusions, alle aus Cold Spring Harbour Lab., N.Y.; A. Piihler and 
K.lN. Timmis, Advanced molecular genetics. Springer, Berlin, 1984; D.M. 
Glover, DNA clonxng: a practical approach, JRL Press, OxforxJ, Washington, 
D.C., 19857 herangezogen. 

Am 28 . August 1 986 wiirden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
(DSM) in Gottingen, Bundesrepublik Deutschland, folgende Mikroorganismen 
hin terlegt ( Hinterlegungsnummer ) : 



E. coli HMS 174 (pT7-5) (DSM 3829) 

E. coli HMS 174 (pa?7-6) (DSM 3830) 

E. coli JA 221 (pGSS33) (DSM 3831) 

E. coli LE 392 (pTJSS'035) (DSM 3832) 

E, coil HB101 (pVKlOl) (DSM 3833) 

E. coli SK1592 (pKT231) (DSM 3834) 

E. coli S17-1 (pKJS3l) ' .(DSM 3835) 

coli SI 7-1 (pKJS32 RHAS») / (DSM 3836) 

coli S17-.1 {pKJS(X)630) (DSM 3837) 

coli SBC107 (pRMET) (DSM 3838)- 

coli K38 (pGT1-2/prrJS •X535) (DSM 3839) 

Alcaligenes eutrophus JWP134 (pJP4) (DSM 3840) 

Alcaligenes eutrophus JMF222 (DSM 3841 ) 
Alcaligenes eutrophus JMP134:Tn5-2 (pJP4:Tn5-2) (DSM 3842) 

Alcaligenes eutrophus JMPr34:Tn5'4 (pJP4:Tn5-4) (DSM 3843) 
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Beschreibung der Abbiidungen: 



Abkiirzungen : 

Ap 

Km 

kh 

iM 
kD 

Abbiidungen : 
Abb. 1 



Abb. 2, 3 , 4 



Abb, 5, 6 7 



Abto. 7 b 



- Ampiciiiinresistenz 

- Kanamycinresistenz 

- Kiiobasen 

" Molekuiargewichtsmarker 

- Kilodaiton 

- zeigt die Herkunft und die Restriktionskarire des 21 kb 
groBen, aus pJP4 klonierten HindllX-Pragments (Beispiel 
1 ) und der davon abgeleiteten Sufafragmente (Beispiel 

3 bis 7)^ sowie die Expression des-Phenoxyessigsaure^ 
abbaus in Alcaligenes eutrophus JMP222 durch die ent- 
spreciienden Plasmide mit breitem Wirtsbereich (Bei- 
spiel 14). Der Pfeii markiert: die genaue Lage von 
tfdA im Plasmid pJP4. 

- zeigen die von pKT231 abgeleiteten Plasmide, die tfdA 
Oder Telle von tfdA enthalten (Beispiele 3 bis 7).. Die 
diinnen Linien bezeichnen den vom Vektorplasmid 
stamnienden Anteil, die dicken EJjiien bezeichnen das aus 
pJP4 staninende Insert, 

zeigen die von den T7-Promotorplasmiden ^^7-5 und ^7-6 
abgeleiteten Plasmide mit tfdA enthaltenden Insertfrag- 
tnenten (Beispiele 8 bis 1 1 ) , Die diinnen Linien bezeich^ 
nen den vcm Vektorplasmid stammenden Anteil, die dicken 
Linien bezeichnen das aus pJP4 stairtnende Insert, 
zeigt die Insertion des Onegafragments in das Plasmid 
pTJS • X535 (Beispiel 11). 



Abb. 8 



zeigt spezifisch radioaktiv markierte Proteine auf dem 
Autoradiogranm eines Polyacrylaniid gels, die von den 
tfdA enthaltenden Plasmiden mit Hilf e des T7-Prc<notors 
in hoher Ausbeute exprimiert. werden (Beispiel 15). 1 : 
prTJSSv035, 2: pTJS*B43S, 3: pfrJS'X535, 4: eJTJSS'036, 5: 
pfrJS'B436, 6: pTJS'XS36. a bezeichnet vollstandig 
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markiertes Gesamtzeilprotein , b bezeichnet nach 
Induktion des T7^Promotors spezifisch markiertes 
Protein . 

zeigt das von Plasmid p^TJS ' X53Somega mit Hilfe des 
T7-Promotors exprimierte, verktirzte tfdA-Genprodukt 
(2b) im Vergleich zum unverkiirzten , von prrJS'X53S 
exprimierten Protein (3b) und zijin insertfreien 
Vektorplasmid pTl^S (lb), a bezeichnet vollstandig 
markiertes Ges am tzeii pro tein , b bezeichnet nach 
Indiiktion des TT-Procrotors spezifisch markiertes 
Protein . 

zeigt die Basensequenz des 2058 Basen iangen 
BaniHI/Sall-Fragments , auf dem das Gen tf dA vc*n 5 ' -Ende 
zum 3 '-Ende hin transkribiert wird. Die Pfeiie 
bezeichnen den Anfang und das Ende der kodierenden 
Region von tf dA ( Beispiel 16). 
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Beigpi ei l : H er5tellung_des_PLagniids pVJH21 
a) Isolierung- der Piasmide pJP4 und pVKlOl 

Alcai_iqenes eutraphus JMP134 wird in 250 ml PYF-Medium (Pepton, 3 g/1; 
Hefeextirakt, 3 g/1; Fructose, 2 g/1) 16 Stunden bei 30 =C angezogen. Aus 
den abzentrifugierten Zellen wird das Plasmid pJP4 nach dem Verfahren aus 
J. Bacteriol. 135:227 (1978) isoliert. Das Plasmid pVKIOlfv-C.Knauf et al., 
Plasmid 8r45 (1982]] wird aus E. coli HB101 nach dem allgemein tekannten 
Verfahren der alkaiischen Lyse von T. Maniatis et al. (wolecular cloning: 
a lahoratory manual. Cold Spring Harixsur Laboratory, Cold Spring Harbour, 
New York, 1982) isoliert. 

b) Klonierung des 21 Kilobasen Hindlll-Fragments aus pJP4 

Eine Reaktionsmischung, bestehend aus 20 ul (500 ng) pJP4, 2.5 ul TAS-Puf- 
fer (0.33 M Tris-acetat , 0.65 M Kaliumacetat , 0.1 M Magnesiumacetat , 
5 mM Dithiothreitol (DTT) , 30 wU Spermidin, pH 7.9) und 2.5 ul (1 Unit) 
einer verdiinnten Hindlll-Losung, werden 120 min bei 37 "C inkubiert. Eine 
weitere Reaktionsmischung-, bestehend aus 50 ul (14 jjg) pVKlOl , 5.5 ul 
TAS-Puffer und 1 ul (20. Units) unverdiinnter Hindlll-Losung , werden 90 min 
bei 37 -c inkubiert, danach wird l' ul (30 Units) Calf Intestinal Alcaline , 
Phosphatase (DIP, Boehringer Mannheim) zugesetzt und weitere 60 min inku-"^ 
biert. 9 ul von jeder der beiden Reaktionsmischungen werden auf einem 0.7%igen 
txsw-Melting-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wird an- 
schlieflend 15 min in einer Ethitiiumbrcmidlosung (5 ug/ml) gefarbt und die 
DNA-Banden im UV 300nm sichtbar gemacht. Die einzelne 20" kb Bande der 
PVKIOI-Restriktion sowie die zweitgroGte Bande (21 kb) der paP4-Restriktion 
werden aus dem Gel ausgeschnitten , beide Banden werden vereinigt, und die 
DMA wird aus der Agarose nach dem Verfahren von T. Maniatis et al . (Molecular 
cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring 
Harbour, New York, 1982) isoliert. Die ethanolgefallte DNA wird in 10 ul 
Ligationspjffer (66 mM Tris-HCl. 6.6 mM i^i^, 10 mM lyiT. 1 mM ATP. pti 7.5) 
aufgenommen, mit 1 ul (0.1 Unit) verdCinnter T4-DNA-Lig^ versetzt und 16 
Stunden bei 14 -C inkubiert (=Ligationsansatz) . Kompetente Zellen von E. 
coli SI 7-1 [Biotechnology 1 :784 (1983)] werden nach dem Verfahren von T.J. 
Silhavy et al. (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Laboratory, 
cold Spring Harbour, New York, 1 984)hergestellt. 0.2 ml der so gewonnenen 
kompetenten Zellen werden mit 5 ul Ligationsansatz gemischt, 40 min auf Eis 
beiassen. dann 3 min auf 42 'C erhitzt (^Otansformation) , anschlieBend mit 



IBSATZBLATT 



wo 88/01641 



PCT/DE87/00392 



2 mi LB-Mediuni nach T. Manlatis et al. (vgl. oben) verdiinnt und 60 min bei 
30 inkubiert (= phanotypische Expression), Danach werden Portionen von 
je 0.2 mi.auf LB- Agar -Plat ten, en thai tend 10 ul/mi Tetracyclin, ausgestri- 

Chen. Die Piatten werden 16 Stunden bei 37 "C bebriitet, Es zeigen sich 

mehrere Tetracyclin-resistente Kolonien, 

c) Identif izierung von pVJH2 

Aus den so gewonnenen Tetracyclin -res is ten ten Kolonien wird nach dem Ver- 
fahren der alkalischen Lyse eine Schnellpraparation der Plasmid-DNA durch- 
gefiihrt, wie sie von T. Maniatis et ai, beschrieben wird, Durch das oben 
beschriebene Verf ahren der Behandlung tnit alkalischer Phosphatase wird ge- 
wahrleistet, daI3 jeder der Tetracyclin-resistenten Klone das gewiinschte 
. Insert en thai t, Durch Restriktionsenzytnverdauung mit EcoRI und anschliefiendei 
eiektrophoretischer Trennung der DNA-Fragmente in einem 0.7%igen Agarosegel 
nach T, Maniatis et al. (vgl. oben) werden die rekombinanten Plasmide iden- 
tifiziert. Durch Vergleich der Grd£3en der erhaltenen EcoRI-Fragmente mit 
den Grdflenverhaltnissen, die beziiglich EcoRI und Hindlll fiir pJP4 und 
pVKIOI aus der Literatur bekannt sind^R.H. Don, J. Bacteriol. 161 :466 
(1985) und V.C.Knauf et al, Plasmid 8; 45 (1982^, gelingt eine genaue Iden- 
tifizierung der Insert-DNA sowie seiner Orientierung iraS Vektorplasmid pVKIOI , 



d) Restriktionskarte des Hindlll-Inserts in pVJH21 

Ein so gewonnener Stamm, der das Plasmid pVJH21 enthalt, wird in 400 ml 
LS-Medium, das 20 pg/ml Tetracyclin enthalt, 16 Stunden bei 37 ''C angezogen, 
Aus den abzentrifugierten Zellen wird die Plasmid-DNA nach der Methode der 

alkalischen Lyse nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Die isolierte 
Plasmid-DNA von pVJH21 wird in verschiedenen Ansatzen mit den Enzymen EcoRI, 
BamHI und Sad einzeln, sowie mit folgenden 9 Kombinationen mehrerer Enzyme 
verdaut: EcoRI/BamHI (1), EcoRI/SacI (2), Ban«I/SacI ( 3 ) , . Hindlll/EcoRl (4), 
Hindlll/BaniHI (5), Hindlll/SacI (6), Hindlll/EcoRI/BamHI (7), Hindi 1 1 /EcoRI/ 
Sad (8) und Hindlll/BamHI/SacI (9). Die DNA-Fragmente werden in einem 
0,7%igen Agarosegel nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) aufgetrennt und 
ihre Grdr3en werden durch Vergleich mit HdLndlll-geschnittener lambda-DNA er- 
mittelt. Mit den daraus gewonnen Daten wird zusammen mit den fiir die Plasmide 
PJP4[r.H. Don, J. Bacteriol, 161:466 (1985)] und pVKI 01 X.Knauf et al. 
Plasmid 8:45 ( 1 98 2^} beziiglich EcoRI, BamHI und Hindlll bekannten Grd(3en- 
verhaltnissen die Restriktionskarte erstellt. 
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ggigpigl 2: He rstellung des Plasmids pGJS3 

a) Isoiierung der Piasmide pVJH21 xind pGSS33 

De-r rekombinante Stamm £. coii SI 7-1 , der das in Beispiei 1 hergestelite 
Plasmid pVJH2l enthalt/ und E. call JA221 mit d&a Vektorplasmid pGSS33 
[g,S. Sharpe Gene 29:93 ( 1 984 )] werden in je 300 ml LB-Medium, das 20 yg/ml 
Tetracyclin entiialt, 16 Stunden bei 37 angezogen. Aus den abzentri- 
fugierten Zeilen werden die beiden Piasmide nach der Methcxie der alkalischen 
Lyse nach T. Maniatis et ai, (vgi. oben) isoliert. 

b) Klonierung von Sacl-Fragmenten aus pVJH21 

"Eine Reaktionsmischung , bestehend aus 10 va (5 vig) pVJH21 , 10 vtl (1 ug) 
■PGSS33, 4 Ml TAS-Puffer, 16 pi Wasser lond 0.5 ul (10 Units) SacI, wird 
90 min bei 37 inkubiert. Das- Restriktionsezym wird anschliefiend durch 
15 minutiges Erhitzen auf 68 inaktiviert. Die DNA wird mit Ethanol ge- 
falit nach T. Maniatis et ai. (vgi. oben) und der getrocknete Niederschlag 
in 40 ul Ligations.pjffer aufgenccnmen, Nach Zusatz von 1 ul (1 Unit) 
T4-DNA-Ligase wird der Ligationsansatz 16 Stunden bei 14 inkubiert. 
E. coli LE392[n.E. Murray et ai. Mol, Gen. Genet. 150:53 {19772[wird nach 
dem Verfahren von T.J. Silhavy et al . (Experijnents with gene fxisions. Cold 
Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984)fur die 
DNA-Aufnahme kompetent gemacht, 0.2 ml kompetente Zeilen werden mit 5 ul 
Ligationsansatz gemischt, 40 min auf Eis belassen und durch 3minutiges Er- 
hitzen auf 42 "C transformiert.. .Nach Verdiinnen mit 2 ml LB-Medium und In- 
kubation bei 30 °C werden Portionen von 50 ul bis 200 ui auf LB-Agar-Plat- 
ten, die 20 ug/mi Chloramphenicol enthalten, ausgestrichen. Die Flatten 
werden 16 Stunden bei 37 'C inkubiert. 

c) Identifizierung rekombinanter Piasmide 

Die so erhaltenen Chl^ramphenicol-resistenten Kone werden parallel auf zwei 
LB-Agar-Platten ausgestrichen, wovon eine 25 pg/mi Streptomycin, die 
andere 20 ug/ml Chloramphenicol enthalt. Aus Klonen, die sich bei diesem 
Test als Streptc«nycin-sensitiv erweisen, wird die Plasmid^DNA mit Hilfe des 
Schnellverfahrens der alkalischen Lyse nach T. Maniatis et al, (^1. oben) 
isoliert. Durch Restriktion der isolierten Piasmide mit SacI, elektropho- 
retischer Auftrennung der DNA-Fragmente auf eineni 0.1%igen Agarosegel und 
Vergleich der im UV 300 nm sichtbaren Banden mit bekannten Fragmenten einer 
Hindlll-Restriktion der lambda-Phagen-DNA wird die Grofie der im Vektor pVKIOI 
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enthaltenen Inserts ermittelt. Bei dem Plasmid pGJS3 handelt es sicfa urn ein 
rekombinantes Plasmid aus pGSS33 und einem 3 Kilobasen groI3en DNA-Fragment . 
Da das Plasmid pVKTOT selbst keine Schnittstelle fiir Sad besitzt, stammt 
das klonierte DNA-Fragment eindeutig aus dem 21 Kilobasen grolien Hindlll- 
Fragment von PJP4. 

ggj:ggj:gj:_ j { Herstellung der Plasmigg gtJgjTjjnd pKJS32 
a) Isolierung der Plasraide pGJS3 und pKT231 

Der in Beiipiel 2 hergestellte Stamm.E. coli LE392, der das rekonbinante 
Plasmid PCUS3 enthalt,wird in 400 ml LB-Medium mit einem Zusatz von 
20 ug/ml Chloramphenicol 16 Stunden bei 37 -C angezogen. E. coli SKI 592 mit 
dem Vektorplasmid pKT23l[M. Bagdasarian et al.. Current Topics in Micro- 
biology and Immunology 96 : 4 7 (1 982j] wird in 400 ml LB-Medium, mit einem Zu- 
satz von 50 ug/ml Kanamycin unter den gleichen Bedingungen angezogen. Aus 
den abzentrifugxerten Zellen werden die beiden Plasmide nach dem Verfahren 
der alkalischen Lyse nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. 

b) Umklonierung des Sacl-Fragmentes aus pGJS3 in pfcr231 

Eine Reaktionsmischung, beste^end aus 40 ul (400 ng) pGJS3 , 4 ul (100 ng) 
Ptcr23l. 6 m TAS-Puffer, 9 ul'wasser und 1 ul (i unit) verdiinnte Sacl-Ld- 
sung. werden 120 min. bei 37 »c inkubiert. Durch anschliefiendes Erhitzen der 
Reaktionsmischung auf 68 'C fiir 15 min werden die Restriktionsenzyme inak- 
tiviert. Zu dem Ansa tz werden 39 ul- Wasser. 10 ul 10-fach konzentrierter 
Ligationspuffer und 1 wl (0.1 Unit) einer verdiinnten T4-DNA-Ligase hinzu- 
gefiigt und der Ligationsansatz 16 Stunden bei 14 'C inkubiert. 0.2 ml kom- 
petente Zellen von E. coli LE392. hergestellt nach dem Verfahren von 
T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour 
Laboratory, Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 10 ul des 
Ligationsansatzes gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 "C erhitzt, 
mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 37 "C inkubiert. Portionen von 
50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen , die 50 ug/ml 
Kanamycin enthalten. Die Flatten werden 16 Stunden bei 37 "C inkubiert. 

c) Identifizierung der rekombinanten Plasmide 

Die so erhaltenen Kanamcyin-resistenten Klone werden parallel auf drei 
verschiedenen LB-Agar-Platten ausgestrichen , wovon eine 25 ug/ml Strep- 
tomycin, die zweite 20 ug/ml Chloramphenicol und die dritte 50 ug/ml 
Kanamycin enthalt. Klone, die sich in diesem Test als Streptomycin- urxl 
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Chloramphenicoi-sensitiv, aber als Kanamycin-resistent: erweisen, enthalten 
im Regeifalie ein rekcxnbinantes Plasmid aus dem Vektor piCr231 (Kanamycin- 
resistenz) und dem 3 ECilobasen groCen Sacl-Fragment aus pGJS3- Durch Iso- 
iierung der Piasmid^DNA nach dem bekannten Schnellverf ahren nach T. Maniatis 
et al- (vgl. oben) , Restriktion der DNA mit SacI und anschiieGender Analyse 
der Fragmente durch Eiektrophorese in eineni 0."3%igen Agarosegel wird die 
Gr6{3e der inserierten DNA bestimmt:. Durch eine in gleicher Weise ausgefiihrte 
Restriktionsanalyse mit EcoRI warden Plasmide mit unterschiedlicher Orien- 
tierung des Inserts in Relation zum Vektor plasmid identif iziert. Bei dem 
Plasmid pKJ'SBZ handelt sich um diejenige Form der fceiden Mdglichkeiten, 
bei der die EcoRX-S telle des Inserts am nahesten bei der EcoRI-S telle des 
Vektoranteils liegt. Dieses Plasmid ergibt zwei EcoRI-Fragmente der GrdGen 
0.9 und 15 Kilobasen. Das Plasmid pKJS31 stellt die Konstruktion mit der 
entgegengesetzten Orientieznjng des Inserts dar, es liefert zwei EcoRI-Frag- 
mente der GroGen 2.3 und 13,5 Kllobasen. 

Beispiel_42_Herstellung des Pla smids pKJSB330 

a) Isolierung des Plasmids pKJS31 

Der in Beispiel 3 erhaltene Klon von E. coli LE392, der das neukcmbinierte 
Plasmid pKJS3f^enthalt, wird in 400 ml LB-Medium mit einem Zusatz von 
50 yg/ml Kanamycin 16 Stunden bei 37 ''C angezogen und aus den abzentrifu- 
gi^rten Zellen wird die Plasmid-DNA mitteis alkalischer Lyse nach T. 
Maniatis et al, (vgl, oben) isoliert. 

b) Deletion des kleineren BamHI-Fragments aus ptGJS3l 

Eine Reaktionsmischxong , bestehend aus 1 0 pj. (500 ng) pKJS31 , 7 ul Wasser, 
2 ul TAS-Puxfer ind 1 yl (1 Unit) einer verdiinnten Bamfil-Ldsung , wird 60 min 
bei 37 •c inkubiert und anschlieGend die enzymatische Reaktion durch Er- 
hitzen auf 68 *C fur 15 min gestoppt. Der Restriktionsansatz wird dann mit 
50 ul Wasser, 8 ul 10-fach konzentriertem Ligationspuffer und 2 ul (2Units) 
T4-DNA-Ligase verse tzt und 16 Stunden bei 14 "C inkubiert. 0.2 ml kompetente 
Zellen von E. coli SI 7-1 , hergestellt nach dem bekannten Verf ahren von T.J, 
Silhavy et al . CExperiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Labo- 
ratory, Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 10 ul des Ligations- 
ansatzes gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 "C erhitzt, mit 
2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 37 °C inkubiert. Portionen von 50 ul 
bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten aiisgestrichen , die 50 ug/ml Kanamycin 
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enthaiten. Die Piatten warden 16 Stunden bei 37 inJ<ubiert. 
c) Identifizierung der • verkieinerten Plasmide 

Aus den so erhaltenen Kanainycin-resistenten Klonen wird die Plasmid-DNA 
"^mitteis des bekannten Schnellverf ahrens der aikalischen Lyse nach 
T: Mania tis et al. (vgl, oben) isoliert. Durch Restriktion der Plasmide 
rnit Bglll und eiektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente in einem 
0.7%igen Agarosegel werden Plasmide identif iziert, die das kleine BamHI- 
Fragment aus pKJS31 verloren haben. Diese Plasmide besitzen nur eine ein- 
zige Bgill-Schnitts telle und lief em daher ein Bglll-Fragment von 13.2 Ki- 
lobasen Gror3e. Sie iassen sich damit eindeutig von ihrem Ursprungs- 
piasmid pKJS31 xinterscheiden und werden ais pKJSB330 bezeichnet. 

Beispiel 5: Herstel lun g des Plasmids pi<JS32BH&S* 

a) Isolierung der Plasmide pKJS32 und pRMEl 

Der in Beispiel 3 erhaltene Klon von E. coli LE392, der neukombinierte 
Plasmid pKJS32 enthalt, sowie E. coli SBC107 (pRMEl ) werden in je 400 ml 
LS-Medium mit einem Zusatz von 50 uq/ml Kanamycin 16 Stunden bei 37 "C an- 
^ezogen, Aus den abzentrifugierten Zellen werden die Plasmide mittels al- 
T<alischer Lyse nach T. Maniatis et al.. (vgl, oben) isoliert. 

b) Deletion eines Hindlll/Sall-Fragmentes aus pKJS32 und anschlieBende 
Insertion eines Hindlll/Sall-Fragmentes aiis pRMEl 

Eine Reaktionsmischung , bestehend aus 10 ul (500 ng) pKJS32, 10 ul (1 ng) 
pRMEl , 15 ul Wasser, 4 ul TAS-Puffer, 0.5 ul (1 Unit) verdunnter Hindlll- 
Losung und 0.5 ul (1 Unit) vertiiinnter Sall-Losung, werden 120 min bei 
37 °c inkubiert und die enzymatische Reaktion durch Erhitzen auf 68 ''C 
fiir 15 min' gestoppt. AnschlieGend werden 10 ul des Restxiktionsansatzes mit 
25 ul'Wasser, 4 ul 10-fach konzentriertem Ligationspuf fer und 1 ul (1 Unit) 
T4-DNA-Ligase verse tzt und 16 Stunden bei 14 '*C inkubiert. Nach einem be- 
kannten Verfahren T.J. Silhavy et ai . ^Experiments with gene fusions. Cold 
Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, New York, 1 984), kompetent 
gemachte Zellen von E. coli SI 7-1 werden mit 10 ul des Ligationsansatzes 
-gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 "C erhitzt und nach Ver- 
mischen mit 2 ml LB-Medium 60- miri bei LB-Agar-Platten ausgestrichen , die 
50 ug/ml Kanamycin enthaiten. 
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Die Piatten werden 16 Stunden bei 37 °C inkublert. 
c) Identif izierung der rekombinanten Plasmide 

Aus den so erhaitenen ECanamYcin-resistenten Kionen wird die Plasntid-DNA 
mittels des bekannt:en Scfanellverfahrens der alkalischen Lyse nach 
T. Maniatis et ai. (vgi. oben) isoliert. Durch Restriktion mit BamHI und 
eiektrophoretischer Aiif trennung der erhaitenen DNA-Fragmente werden 
PLasmide identilfizierl: , bei denen ausgehend von pKJS32 der kleinere DNA-Ab- 
schnitt zwischen der auf dem Vektoranteil inmitten des Kanamycin-Resistenz- 
gens geiegenen EiindXII-Schnit-tstelle und der au£ dem Insert: geiegenen 
Sail-Schnittstelle en-tfemt worden ist und durch das jenige HindllX/Sail- 
Fragment aios pRMEl ersetzt worden ist^ welches das 3'-Ende der kodierenden 
Region des Kanamycin-Resistenzgens tragt. Diese Plasmide lief em zwei BamHI- 
Fragmente mit den Langen 13.3 und 2.0 Kilobasen und unterscheiden sich damit 
eindeutig von den Ausgangsprodukten und anderen tnoglichen Niebenprodukten 
der Ligation, Sie stellen Konstruktionen dar, bei denen ein 0,2 Kilobasen 
grofier DNA-Abschnitt des 3.0 Kilobasen gro(3en Inserts von pKJS32 entfernt 
wurde und bei denen ein -Teil des Kanamycinresistenzgens gegen ein anderes 
Genfragment des gleichen genetischen Ursprungs ausgetauscht wurde. Diese 
Plasmide werden als pKJS32RHiiS' bezeichnet. 

Beispiel 6: He rs tellung des Plasmids pKJE4B130 

a) Isolierung der Plasmide pKT23T und pKJS32 

Die Isolierung von pKT231 wurde in Beispiel 3, die von pKJS32 in Beispiel 5 
beschrieben, 

b) Kionierrmg des kleineren EcoRI/BaraHI-Fragments atis piGJS32 in pfcr231 
Zwei Reaktionsmischungen, die eine bestehend aus 10 ul (500 ng) pfQ'S32, 

5 ul Wasser, 2 ul TAS-Puffer und je T ul (1 Unit) von verdunnten Losungen 
der Enzyme EcoRI, BamHI und PstI, die andere bestehend aus 10 \il (250 ng) 
ptcr231 , 6 ul Wasser, 2 ul TAS-Pu£fer und je 1 ul (1 Unit) von verdLinnten 
Losungen der Enzyme EcoRI und BamHI, werden 120 min bei 37 *C inkubiert und 
2um Abstoppen der Reaktion fiir 15 min axxE 68 **C erhitzt- Anschliefiend werden 
je 10 ul der beiden Restriktionsansatze gemischt, mit 50 ul Wasser, 8 ul 
lO^fach konzentriertem Ligationspuffer und 2 ul (2 Units) T4-DNA-Ligase 
versetzt und 16 Stunden bei 14 inkubiert, 0.2 ml kompetente Zellen von 
E. coli LE392, hergestellt nach dem literaturbekannten Verfahren von T.J. . 
Silhavy et al . (kxperixnents with gene fusions. Cold Spring Harbour Labo- 
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ratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984), warden mit 10 ul des Liga- 
tionsansatzes gemjischt, 40 min auf Exs beiassen, 3 min auf 42 erhitzt, 
mi t 2 mi L3-Medium gemischt und 60 mm bei 37 inkubiert. Portionen von 
50 Hi bis 200 ul warden auf EoB-Agar-Piatten ausgestrichen, die 50 ug/ml 
Kanamycin enthalten. Die Flatten werden 16 Stunden bei 37 inkubiert. 

c) Identifizierung rekombinanter Piasmide 

Die so erhaltenen Kanamycin-resistenten Klone werden parallel auf zwei 
LB-Agar^Platten ausgestrichen , wovon eine 25 ug/ml Streptomycin, die andere 
. 50 pg/mi Kanamycin enthalt, Aus Klonen, die s±ch in diesem Test als 
Streptomycin-resistent erweisen, wird die Plasmid-DNA nach dem Schnell- 
verfahren nach T, Maniatis et ai. (vgl. oben) isoliert. Restriktion der DNA 
mit Xhol und anschliefiende elektrophqretische Auf trennung der. ,DNA-Bruch- 
stvicke in einem 0 , 7%igen Agarosegel erlaubt die Identifizierung. von neu-. 
kombinierten Piasmiden, die zwei Xhol-Fragmente mit den Grbfien. 3,0 und 9.7 
Kilobasen ergeben. Werden die gleichen Plasmide gleichzeitig mit EcoRI 
und BamHI geschnitten, so ergiijt die' elektrophoretische Analyse zwei Bruch- 
stiicke der GrdBen 1.5 und 11.2 Kilobasen. Bei den so identifizierten Plas- 
miden handelt es. sich um Rekombinanten aus dera grofien EcoRI/BamHI-Fragment 
von pKT23l und dem 1.5 Kilobasen groBen EcoRI/BamHI-Fragment, das aus der 
Insert-DNA des Plasmids pKJS32 stammt. Sie werden als pKJEABI 30 bezeichnet, 

§gj:ggj:gj:^J._Herstellung des Plasmids pKJS( X)630 
a) Isolierung des Plasmids pKJSB330- 

Der in Beispiel 4 erhaltene Klon von E. coli SI 7-1 , der das neukcmbinierte 
Plasmid PKJSB330 enthalt, wird in 400 ml LB-Medium -mit einem Zusatz von 
50 ug/ml Kanamycin 16 Stunden bei 37 angezogen und aus den abzentrifu- 
gierten Zellen wird die Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben) isoliert. - * 

b) Entfemen eines BamHI/Xbal-Fragments aus dem Plasmid p«JSB330 

Eine Reaktionsmischung, bestehend aus 20 ul (1 ug) pKJSB330, 15 ul Wasser, 

4 ul TAS-E>uffer, 0.5 ul (2 Units) verdiinnter Xbal-Losung und 0.5 ul 

(2 Units) verdiinnter Barrtil-Losung, wird 120 min bei 37 inkubiert, An- 

schliefBend werden 20 ul gepuffertes Phanol nach T. Maniatis et al. (vgl. 

oben) zugesetzt, gemischt, nach Zusatz von 20 ul Chloroform: Isoamylalkohol 

(24:1) wird nochmals gemischt und afazentrif ugiert: . Die ofaere wafirige Phase 
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wird afagenonimen und mit 120 ul -20 kaltsm Ethanol gemischt. Die Mischung 
wird 30 min bei -20 'C aufbewahrt und dann abzentr if ugiert . Die gefallte 
DMA wird mit kalteiTt 70%igein Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 
20 uL Klenow-Reaktionslosvmg (20 iruM Tris-HCi, pfi 8.0, 7 mM MgCl2. 10 Q/ml 
DNA-PQl3^rase I ( =KlenowenzvTn ) ) aufgenommen. Nach 5 miniitiger Vorinkuba- 
tion bei 37 -c werden 2 ui einer Losung aller 4 Desoxynukleotidtriphosphate 
(0-125 mM ATP. 0.-|2S m CTP, 0.T25 mM GTP. 0.125 tnM TIP, Pharmacia) hinzu- 
gefiigt und weitere 5 min inkubiert. Danacfa wird der Ansatz mit 80 ul Liga- 
tionspuffer, der 25 U/ml T4-D^^A-Ligase enthalt, gentLscht und 6 Stunden bei 
Raunttemperatur belassen. AnschlieCend wird 16 Stunden bei 14 "C inkubiert. 
. 0.2 ml einer Suspension konipetenter Zellen von E. coli SI 7-1 , hergestellt 
nach dem Verfahren von T.J. Silhavy et al. fExperiments with gene fusions. 
Cold Spring Harbour Laboratory. Ctold Spring Harbour, New York; 198,4),. werden 
mit 10 ul des Ligationsansatzes gemischt. nach 40 min Inkubation auf Eis 
durch Hitzefcehandlung (3 min, 42 "O tr ansf ormiert , mit 2 ml LB-Medium ge- 
mischt und 60 min bei 37 inkubiert. Von der Zellsuspension werden dann 
Portionen von 50 bis 200 ul auf LB-Agar-Platten ausgestrichen. die 50 ug/ml 
Kanamycin enthalten. Die Flatten werden 16 Stunden bei 37 "C inkubiert. 

c) Identifizienong der verkleinerten Plasmide' 

Aus den so erhaltenen Kanamycin-resistenten Klonen wird die Plasmid-DNA " 
mittels des bekannten Schnellverf ahrens der alkalischen Lyse nach 
T. Maniatis et al. (vgl. oben) , isoliert. Durch Restriktion der Plasmide 
mit Smal und anschlielJender elektrophoretischer Trennung der DNA-Bruch- 
stiicke in einem 0.7 ?^igen Agarosegei werden Plasmide identif iziert , die 
-den DNA-Abschnitt zwischen der BamHl-Schnitts telle und der XbaX-Schnitt- 
.stelle auf dem Insert von ptGJSB330 verloren haben. Diese Plasmide liefem 
in der Restriktionsanalyse zwei Smal-Fragmente mit einer Lange von 2.6 und 
9.9 Kilobasen und werden als pt(JS(X)630 bezeichnet. Sie sind damit ein- 
deutig von dem Ausgangsprodukt pKJSB330 zu unterscheiden . 

Beis piel 8: Herstellung der Plasmide Fq\JSS'035 und prjSS'Q36 
a) rsolierung der Plasmide pa?7-5, E*r7-6 und ptGJS32 

Zwei Stamme von E. coli HMS174. von denen einer das Plasmid pr7-5 , der 
andere das Plasmid pT7-6 enthalt. werden in je 400 ml UB-Medium nach 
T. Maniatis et al. (vgl. oben) mit einem Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin 
16 Stunden bei 37 "C angezogen. Aus den abzentrifugierten Zellen wird die 
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Piasmid-DNA durch das fcekannte Verfahren der alkalischen Lyse nach T. Maniatis 
isoiiert. Die Isoiierung von pKJS32 wird in Beispiei 5 beschrieben. 

b) Kionierung des • Sac I /SaL I-Fragments aus pKJS32 in pT7-5 and pT7-6 
Ein Reaktiionsgemisch (A>, bestehend aus 20 ul (1 ug) pKJS32 , 15 ul Wasser-, 
4 ul TAS-Puffer und je 0.5 ul (2 Units) der Enzyn^ Sad und Sail, werden 
120 min bei 37 ^'C inkubiert. Zwei weitere Reaktionsgefn±sc±ie , besiehend aus 
entweder 2 ul ( 1 ug) pT7-5 (B) oder 2 ul ( 1 ug) pTlS (C) , 15 ul Wasser, 
2 ul TAS-Puffer und je 0.5 ul (2 Units) der Enzyme SacI vind Sail, werden 
unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Alle dfei Reaktionen werden durch 
Erhitzen auf 68 *C fur 15 min afagestoppt. Je 1 3 ul des Restriktionsan- 
satzes A (pKJS32) werden mit.7 ul des Restriktionsansatzes B (pT7-5) bzw. 
7 ul des Restriktionsansatzes C (priS ) gemischt^ Zu den beiden Mischungen 
werden je 50 ul Wasser, 3 ul 1 0-f ach konzentrierter Ligationspuf fer und 
2 ul (2 Units) T4-DNA-Ligase gegeben. Beide Ligationsansatze werden 16 S tun- 
den bei 14 •'C inkubiert. Je 0.2 ml kompetente Zellen von E. Coii LE392 , 
hergestellt nach dem Verfaiiren T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene 
fusions. Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, New York, 
198^, werden mit je 10 ul der Ligationsansatze gemischt, 40 min auf Eis.fce- 
lassen, 3 min auf 42 "C erhitzt, mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 mxn bei 
37 'C inkubiert. Portionen von 50 ul bis 200 ul werden atof LB-Agar-Platten 
ausgestrichen , die 50 ug/ml Ampicillin enthalten. Die Platten werden 
16 Stunden bei 37 ""C inkubiert. 

c) Identif izierung rekombdlnanter Plasmide 

Aus den so erhaltenen Ampicillin-resistenten Klonen wird die Plasmid-DNA 
nach dem Bekannten Schnell verfahren der alkalischen Lyse nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben) , isoliert. EXirch Restriktion der Plasmide mit Bglll und 
BamHI, sowie durch doppelte Restriktion mit BamHI und Hindlll und an- 
schlieflende elektrophoretische Auftrennung der Fragmente in einem 
0.7%igen Agarosegel werden Plasmide identif iziert, die aus einem der beiden 
Vektorplasmide prr7-5 oder pT7-6 und dem kleinen SacI/SaU-Fragment von 
pKJS32 bestehen. Diese neukcmbinierten Plasmide lief em dabei im Falle 
von pT7-5 als Ausgangsprodukt zwei Eg IJEI-Fragmente der GroCen 3.0 ECLlobasen 
und 2.2 Kilobasen, ein BamHI-Fragment der Grofle 5.2 Kilobasen und zwei 
BamHI/Hindlll-Fragmente der Grdl3en 3.2 und 2.0 Kilobasen und werden als 
pn?JSS'035 bezeichnet. Im Falle von pfr7-6 als Ausgangsprodukt ergeben sich 
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zwei Bgill-Fragmente der GrdBen 2,3 Kiiobasen und 2.2 Kiiobasen, ein 
SamHI^Fragment der GrdBe 5.0 Kiiobasen und zwei BamHI/Hindlll^Fragmente der 
GrdOen 3.0 Kiiobasea und 2.0 Kiiobasen; sie werden ais pTJSS'036 be- 
zeichnet- Die rekombinanten Piasmide unterscheiden sich damit. eindeutig 
von ihren Ausgangsprodukten pKJS32 und pTl^S bzw, pT7-6, 

Bei^piel__92_Herstelli^ • B436 

a) Isoiierung der Piasmide pTl-S , pTl-^ und piGJSB330 

Die Isoiierung von prC7~5 und pa?7-6 wird bereits in Beispiei 8 beschrieben, 
die Isoiierung von pKJSB330 wird in Beispiei 7 beschrieben, 

b) Klonierung des kieinen Sa il/BamHI-Fragments aus p«JSB330 in pT7-5 
und p/r7-6 

Eine ReaktLonsmischung (A) , beschehend axjs 40 ul (2 ug) pKJSB330, 5 ui 
TAS-Purfer xind je 2.5 ui (4 Units) von verdiinnten Losungen der Enzyrne 
Sail und BantfiX, wird 1 20 min bei 37 inkubiert. Zwei weitere Reakliions- 
mischungen, faestehend aus 2 ul (1 ug) pT7-5 (B) bzw. 2 ul (1 yg) pfl?7-6 
(C) , 20 ul Wasser, 3 ul TAS-Puffer und je 2,5 ul (4 Units), von verdiinnten 
Losungen der Enzyme Sail und BamHI, werden unter den gifeichen Bedingungen 
inkubiert. Die Reaktionen werden durch Erhitzen auf 68 *C fiir 15 min akh- 
gestoppt. Der gesamte Restriktionsansatz A (pKJSB330) wird in einem Agarosegel 
[o.7% Agarose in TBE-E>uffer nach T. Maniatis et al. (vgi. oben) , das 0,5 VJtg/mi 
Ethidiumbromid enthalt,nach T. Maniatis et al. (vgi, obenjj elektropho- 
retisch aufgetrennt. Von den beiden unter UV-Licht (300 nm) sichtbaren DNA- 
Banden wird die kieinere, 2,0 Kiiobasen grofle Bande durch das Verfahren der 
DEAE-Membranelution auf £oigende Weise aus dem Gel isoliert: Ein geeignet 
dimensioniertes Stiick einer DEAE-Membran (Schleicher und Schueli S&S NA-45) 
wird in einem Einschnitt 1 bis 2 irm unter haib der zu eluierenden Bande 
piaziert. Die Eiektrophorese wird fortgesetzt, bis die betreffende Bande 
ganz von der Membran absorbiert worden ist. Die Membran wird anschlieGend 
aus dem Gel heravLsgenommen unsl 10 iTvin mit 10 mi JSIET-Puffer (150 mM NaCl, 
0.1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 3,0) gewaschen. Die gewaschene Men±iran wird 
in 150 ul HNET^Puffer (1 M NaCl, O.I mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, cH 8.0) 
30 min bei 68 inkubiert- Die Losung wird abgenonmen und die Membran 
weitere 10 min mit 50 ul HNET-Puffer inkubiert. Die vereinigten Elutions- 
losungen (200 ul) werden mit 200 ul Wasser verdiinnt, mit 800 ul kaltem 
(-20 *'C) Ethanol gemischt und 30 min bei -20 **C aufbewahrt:. Die gefallte 
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DMA wird abzentrif ugiert and der Niederschiag in 90 ul Wasser auf gencoimen. 

Nach Zusatz von 10 ui 3 M C^atriumacetatidsung nach T. Kaniatis et al, 

■ivql. oben) wird mit 200 ul kaitem Etiianoi erneut gefalit (30 min, 

-20 , abzentrirugxert, der Niederschiag mit kaltem 70%igen Et±ianoi ge- 

waschen, im Vakuum getrocknet und in 30 ul Ligationspuf f er aufgenoiranen* 

Davon werden je 40 ul mit 3 ui (100 ng) des Restriktionsansatzes B 

(pT7-5) bzw. 3 ul (100 ng) des Restriktionsansatzes C (pT7-6) und 2 ul 

(1 Unit) T4-DNA-Ligase versetzt und 16 Stui>den bei 14 'C inkubiert:. 0.2 ml 

kompetente Zellen von E, coli LE392, hergestellt nach dem Verfahren von 

T.J. Silhavy et al . ^Experiments with gene fxjsions. Cold Spring Harbour 

Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 15 ul <des 

Ligationsansatzes gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 *C 

erhitzt, mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 37 ""C inkubierl:. Portiionen 

von 50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen , die 50 ug/ml 

Ampicillin en thai ten. Die Flatten werden 16 Stunden bei 37 inkubiert. 

c) Identif izierung rekombinanter Plasmide 

Aus den so erhaltenen Ampicillin-resistenen Klonen wird die DNA nach dem 
bekannten Schnell verfahren der al kal i schen -Lyse nach T. Maniatis et al . 
(vgl. oben) isoliert. Durch Restriktion der Plasmide mit EcoRI und an- 
schlieBender eiektrophoretischer Aiiftrennung der Fragmente in einem 
0,7%igen Agarosegel werden Plasmide identif iziert, die das kleine. 
Sall/BamHI-Fragment aus pKJ5B330 in einem der beiden Vektorplasmide ent- 
halten. Rekombinante Plasmide mit pTlS als Ausgangsprodukt ergeben zwei 
EcoRI-Fragmente der Gro(3en 3.0 Kilobasen und 1 .5 Kilobasen und werden als 
g:/rJS*B435 bezeichnet, solche mit pa:7-6 als Ausgangsprodukt liefern izwei 
EcoRI-Fragmente der GrdI3en 2.8 Kilobasen und 1 .5 Kilobasen und werden mit 
pTJS'B436 benannt. 

Beispiel 10: Herst ellung der Plasmide FnrJS'X53 5 und pTJ S'X536 

a) Isolierung der Plasmide prr7-5 , pfl?7-6 und pTJSS' 035 
E. cpli LE392, der das in Beispiel 8 hergestellte Plasmid 5:fl?JSS'035 
enthalt, wird in 400 ml LB-iMedium irdt einem Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin 
16 Stunden bei 37 *C angezcgen. Aus den abzentrifiigierten Zellen wird die 
Plasmid-DNA nach T, Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Die Isolierung 
von pa?7^5 und pT7-6 wird. in Beispiel 8 beschrieben.. 
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b) Klonierung. des kieinen Sail/Xbal-Fragments aus EJrjSS'035 in pr7~5 
und pT7-6 

Ein Reaktionsgemisch (A), bestehend axis 6 ui (3 ug) e^TJSS'OSS, 15 ul 
Wasser, 3 ul TAS-Puffer und je 2 ul (5 Units) von verdiinnten Losungen der 
Enzyme Xbal, Sail und BaraHI^ wird 120 min faei 37 "C inkubiert. Zwei wei- 
tere Reaktionsgemische , bestehend aus entweder 2 ul (1 ug) pT7-5 (B) 
Oder 2 ui (1 ug) pT7-6 (C) , 23 ul Wasser, 3 ul TAS-Puffer uni je 1 ul 
(2.5 Units) von verdiinnten Losungen der Enzyme Xbal und Sail, werden in 
gleicher Weise inkubiert. Die Reaktionen werden durch Erhitzen auf 68 "C 
fiir 15 min gestoppt. In zwei verschiedenen Ligationsansatzen werden je 
5 ui (500 ng) des Restriktionsansatzes A (pTJSS'035) mit entweder 15 ul 
des Restriktionsansatzes B (pT7-5) oder 15 ul des Restriktionsansatzes C 
(pT7-6), 50 ul Wasser. 3 ul Ligationspuffer und 2 ul (2 Units) T4-DNA- 
Ligase gemischt und 16 Stunden bei 14 "C inkubiert. 0.2 ml kcmpetente Zel- 
len von E. coli LE392, hergestelit nach deni Verfahren von T.J. Silhavy et 
al.(^Experiinents with gene fusions. Cold Spring Harfaotir Laboratory. Cold 
Spring Harbour, New York, 198^), werden mit 15 ul des Ligationsansatzes ge- 
mischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 'C erhitzt; mit 2 ml LB- 
Medium gemischt und 50 min bei '37 'C inkubiert. Portionen von 50 ul bis 200 
ul werden auf LB-Agar-Pl^ten ausgestrichen , die 50 yg/ml Ampicillin ent- 
haiten.Die Platten werden 16 Stunden bei 37 "C inkubiert. 

c) Identifizierung rekombinanter Plasmide 

Aios den so erhaltenen Ampicillin-resistenten Klonen wird die Plasmid-DNA 
nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Durch Restriktion mit den 
Enzymen SmaX und EcoRI. sowie durch doppelte Restriktion mit EcoRI und Sail 
werden Plasmide identif iziert, die das kleine, 1.4 Kilobasen grofie Sail/ 
Xbal-Fragment aus ert?JSS'035 in einem der beiden Vektorplasmide pri-5 bzw. 
pll-e enthalten. Rekombinante Plasmide mit pr7~5 als Ausgangsprodukt er- 
geben zwei EcoRI-Fragmente der Gr6l3en 3.0 land 0.8 Kilobasen, zwei Smal- 
Fragmente der Grol3en 2,4 und 1 .4 Kilobasen und drei EcoRI/Sall-Fragmente 
der GrdI3en 2.4, 0.8 und 0.6 Kilobasen; sie werden als e«'JS'X535 bezeich- 
net. Rekombinate Plasmide mit £fr7-6 als Ausgangsprodukt lief em zwei 
EcoRI-Fragmente der GrdI3en 2.8 und 0.8 Kilobasen, zwei Smal-Fragmente der 
GrdGen 2.2 und 1 .4 Kilobasen und drei EcoRX/Sall-Fragmente der GroGen 
2.2, 0.8 und 0.6 Kiloiaasen; sie werden mit pa\JS'X536 benannt. Die rekcm- 
binanten Plasmide unterscheiden sich damit eindeutig von ihren Ausgangs- 
produkten. 

^??SAT2EL„ATT 
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a) Isolierung der Plasmide pTJS'XSSS und pDOC37 

Zwei E. coll stamme LE392, wovon einer das in Beispiel 10 hergestrellte 
Piasmid pTJS'XSBS, der andere das Piasmid pDCC37 enthalt. werden in je 
400 mi LB-Medi-un, mit einem Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin 16 Stiinden bei 
37 "C angezogen. Aus den abzentrifugierten Zeilen wird die Plasmid-DNA 
nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Das Piasmid pDOC37 enthalt 
das Omega-Fragment zwischen zwei EcoRI-Restriktionsstellen. Anstelle von 
pax:37 kann in gleicher Weise das von Prentki und Krisch, 1984, in Gene 
29:103, beschriebene Piasmid pHP45omega als Quelle fiir das Omega-Fragment 
dienen . 

b) Klonierung des Onega-Fragments, aus pDOC37 in die Bglll-S telle von 
pTJS'XS35 

Zwei Reaktionsmischungen, davon eine bestehend aus 2 ul (1 pg) pTJS'X535, 
14 ul Wasser, 2 ul TAS-Puffer und 2 ul (3 Units) BgLII, die andere be- ' 
stehend aus 2 ul (2 wg) piXDC37, 14 ul Wasser. 2 ul TAS-Puffer und 2 ul 
(4 Units) einer verdiinnten BamHI-Losung. werden 120 min bei 37 inku- 
biert. Die ^aktionen werden durch Erhitzen auf 68 -C fiir 15 min gestoppt. 
Je 10 ul aus beiden Restriktionsansatzen werden vereinigt und mit 80 pj. 
Ligationspuffer und 1 ul. (1 Unit) T4-DNA-Ligase versetzt. Der Ligations- 
ansatz wird 16 Stunden bei 14 "C inkubiert. 0.2 ml koaipetente Zellen von 
E. coli LE 392, hergestellt nach T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene 
fusions, cold spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 
1984^, werden mit 10 ul des Ligationsansatzes gemischt, 40 min auf Eis be- 
lassen, 3 min auf 42 'C erhitzt, mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 
37 °C inkubiert. Portionen von 50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar- 
Platten ausgestrichen , die 50 ug/ml Ampicillin und 80 ug/ml Spectinonycin 
enthalten. Die Platten werden 16 Stunden bei 37 'C inkubiert. Durch Selektion 
mittels Spectincmycin wird sichergestellt , daB alle wachsenden Klone ein 
Piasmid mit dem Onega-Fragment enthalten, da dieses das Gen fur die Expres- 
sion der Spectinomycinresistenz enthalt. 

Il ' ■ ■ 

c) Identifizierung reko(n|knanter Plasmide 

Aus den so erhaltenen Art|icillin- und " Spectincmycin-resistenen Klonen wird 
die Plasmid-DNA nach, T.I Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Durch Re- 
striktion mit Hindlll werden die neukcmbinierten Plasmide identif iziert . 
Ettgeben sich dabei drei Hindlll-Fragmente der GroCen 0.6, 2.0 und 3.2 
Kilobasen, so handelt es sich dabei um Derivate von E*rjs'x535, die das 
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Cfnegafragment an der ehemaiigen BglTI-Schnitts telle eingebaut hafaen. Durch 
Ligation der kompatiblen iifcerlappenden Enden der Sglll- and Bairtil^Frag- 
mente gehen dabei die Restriktionsstellen BgllX und BamHI an der Ver- 
kniipfungsstelle verloren. Diese neukombinierten Blasmide werden als 
pTJS'X335omega bezeichnet. - 

?g^gEj:gj[:^ii_gg£g:ggjrj:Hgg^gg^_ P ^^^^ MJSS'Q3Q und MJSS^Q31 

a) Isoiierung des Plasmids pKJS32 und der doppelstrangigen Formen der 

Phagen M13tg130 und M13tg131 
Der Stamm E. coli JMl 01 [j. Messing et al, Nuci. Acids Res. 9:309 (1981)] 
sowie Doppelstrang-DNA der Vektoren M1 3tg1 30 und M1 3tg1 31 [m.P . Kieny et al. 
Gene 26:91 (1983)] konnen von Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig, 
bezogen warden- Ctoppelstrang-DNA kann auch nach folgendem Verfahren gewonnen 
werden: 0.2 ml kompetente Zellen von E. coli JM101 , hergestellt nach T.J, 
Silhavy et ai . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. 
Cold Spring Harbour, New York, 198^, werden mi t Einzelstrang- Oder Doppel- 
strang-DNA der Ml 3-Vek.toren nach einem literaturbekannten 
Verfahren 

^transforraiert, mit 3 ml geschmolzenera (45 ^'O H-Top-Agar (10 g/1 Trypton, 
8 g-/l NaCl, 8 g/1- Agar) gemischt und auf H-Agar-Platten (10 g/1 Trypton, 8 
g/1 NaCl, 12 g/1 Agar) ausgegossen. Die erkalteten Flatten werden 16 Stunden 
bei 37 *C inkubiert. 2 ml TYr-Medium (16 g/L Trypton,. 10 g/1 Hefeextrakt, 
5 g/1 NaCl) werden mit 20 yl einer liber-Nacht^Kultur (16 Stunden, 37 *C) 
von E. coli JM101 in TY-tMedium und einem einzelnen Plaque von der H-Agar- 
Platte angeimpft. Nach 16 Stunden Wachstum bei 37 "C werden die phagen- 
infizierten Zellen zusammen mit 2 ml einer frischen iiber-Nacht-Kultur von 
E, coli JM101 in 400 ml TY-Medium tiberimpft und 16 Stunden bei 37 'C ange- 
zogen. Aus den abzentrifugierten Zellen wird die Doppelstrang-DNA nach 
T. Maniatis et al, (vgl. oben) isoliert. Die- Isoiierung von Plasmid 
pKuS32 wird bereits in Beispiel 5 beschrieben. 

b) Klqniertjng des SacI/SalE-Fragraents aus pfCJS32 in M13tg130 und M13tg131 
Eine Reaktionsmischung. (A), bestehend aus 30 ul (T.5 yg) iDfCJS32, 20 ui 
Wasser, 6 ul TAS-Puffer und je 2 ul (4 Units) von verdiinr||en Losungen der 
Enzyme SacX und Sail, wird 120 min bei 37 *C inkubiert, zliki weitere 
Reaktionsrnlsdxtjyai , bestehend aus 10 ulL (300 ng) Doppelstirang-DNA. von 
LM13tg130 (B> oder Lvn3tg131 (C) , 25 ul Wasser, .4 ul TAS-Puffer und je 0.5 
Ul (1 Unit) von verdiinnten Losungen der Enzyme SacX und Sail, werden in 

l^S.ATZBLATT 
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gieicher Weise inkubiert und zum Abstoppen der Reaktionen ftir 15 min auf 
68 *C erhitzt, Der gesamte Restriktionsansatz A wird in eineni Agarosegei 
(0,7% Agarose, 0.5 pg/mi Ethidiumbromid in TBE -Puffer nach T. Mania tis 
et al. (vgl, oten )J elektrophoretisch aufgetrennt. Von den fceiden im UV-Licht 
sichtbaren ONA-Banden wird die kleinere, 2.8 Kilobasen gro(3e Sacl/Sail- 
'Bande in gieicher Weise mittels einer DEAE-Membran aus dem Gel isoliert, wie 
dies fiir die 2.0 Kilobasen gro{3e Bande in Beispiel 9 besc±irieben wird. Die 
DMA wird zuletzt in 80 ul Wasser auf genommen , davon warden je 40 pi mi t 
20 ul der Restriktionsansatze A (M13tgl30) bzw. B (M13tg131) und 40 ul 
Wasser versetzt, mit 100 ul gepuffertem Phenol /Chloroform nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben) gemischt und zentr if ugiert . Die oberen waflrigen Phasen 
werden abgenommen und nach Ztisatz von 1 0 ul 3 M Natiumacetatldsung nach 
T. LMani'atis et al. (vgl. oben) mit je 200 ul kaltem (-20 "C) Ethanol ge- 
mischt. Die Mischungen werden 30 min bei -20 ''C belassen, anschliefiend zen- 
trif ugiert, die Niederschlage mit kaltem 70%igen Ethanol gewaschen, im Vakuum 
getrocknet und in 40 ul Ligationspuf f er auf genommen . Die beiden Ansatze 
werden mit je 1 ul (1 Unit) T4-DNA-Ligase versetzt und 16 Stunden bei 1 4 "^C • 
inkubiert. Je 0.2 ml kompetente Zellen von E. coli JM101, hergestellt nach 
T.J. Silhavy et al , (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour 
Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984yt werden mit J 0 ul der 
•Ligationsansatze gemischt, 40 min auf.Eis belassen, 3 min aiof 42 *C erhitzt 
und mit je 3 ml geschmolzenem (45 "O H-Tbp-Agar gefnischt. Die Mischungen 
werden mit je 40 ul IPTG .dOO mM> und 40 ul X-Gal (2% in Dimethylf ormamid ) 
versetzt und aiif H-Agar-Platten ausgegossen. Die erkalteten Platten werden 
16 Stunden fcei 37 ""C inkubiert. 

c) Identif izierung der rekombinanten Phagen 

Von den so erhaltenen Plaques stammen diejenigen von rekombinanten 
Phagen, welche keine blaue Farfcung axxfweisen. Zur weiteren Identif izierung 
wird die Doppelstrang- und die Einzelstrang-DNA aiis den f arblosen Plaques 
nach liter aturbekannten Verf ahren , zusammengef ant im "Ml 3 Cloning and 
Sequencing Handbook** von Amersham, isoliert. Durch Restriktion der Doppel- 
strang-DNA mit Bglll und anschlieBende elektrophoretische Auf trennung der 
DNA-Fragmente werden Derivate von Ml3tg130 bzw. M13tg131 identif iziert, dds 
das kleine Sacl/Sall-Fragment aus PKJS32 enthalten. Rekombinante Phagen 
mit M13tg7 30 als Vektor ergeben drei Bglll-Fragmente der Gr6(3en 0.7, 2.2 
und 7.1 Kilobasen und werden als NVJSS'030 bezeichnet, solche mit Ml 3tg1 31 
ergeben vier ' Bgl II-Fragmente der Grofien 0.6, 0.7, 2.2 und 6.6 Kilobasen und 



wo 88/01641 



- 32 - 



PCT/DE87/00392 



warden als iMJSS'031 hezeichnet. Sie unterscheiden sich damit eindeutig 
von ihren AusgangsproduJcten , 

Beispiel_r32_Herste llung der tfdA-Mutante n Alcallge nes eutrophus JMP1 34: 
Tn5 ^2 und JMP134:T^^ 

a) Transposoninutagenese von Alcallgenes eutrophus JMP1 34 

10 ml PYE-Mediuni (3 g/1 Pepton, 3 g/1 Hefeextraki:) werden mit 0.5 ml 

einer iiber-^^acht-KultUIr (16 Stunden, 30 "O von Alcallgenes eutrophus 
JMP134[r.H. Don et al. J. Bacteriol. 145:681 (1 9812] angeimpft ^ Stun- 

den bei 30 geschiittelt. 10 ml LB-Medium nach T, Maniatis et al. (vgl. 
ofcen) werden mit 0.1 ml einer iifaer-Nacht-Kultur von -coli SI 7-1 
/Biotechnology 1:784- (1983jjf, die das Plasmid pSUP2021 enthalt, angeimpft und 
5 Stunden bei 37 **C geschiittelt. Von beiden Kulturen wird anschlieCend im 
Photometer die optische Dichte bei 600 nm Wellenlange bestiirent. Die Kultu- 
ren werden im Verhaltnis 1 : 1 beziiglich ihrer optischen Dichte gemischt und 
1 -5 ml der Mischung werden auf einer PYE-Agar-PlatteFR.H. Don et al. 



J, Bacteriol.. 145:681 ( 1 981 J verteilt. Die Platte wird 16 Stunden bei 30 "C 
inJcubiert. AnschlieGend werden die Bakterien mit 1 .5 ml steriler 0.7%iger 
NaC 1-Ex)sung von der Platte gespiilt und die Bakteriensuspension wird in zwei 
Schritten mit 0.7%iger NaC 1-Losung jeweils 1:10 (0.1 ml + 0,9 ml) verdiinnt. 
Von jeder Verdiirinung werden Portionen von 50 ul, 100 ul, 200 ul und 400 ul 
auf Minimal ^Agar-Platten (1.6 g/1 Dikaliumhydrogenphosphat, 0.4 g/1 
Kaliumdihydrogensulf^at, 1 g/1 Amrooniumsu Ifat, 0.05 g/1 Magnesiumsulf atxTWasser, 
0.01 g/1 EisendDsulfatxTWasser, 15 g/1 Agar) ausgestrichen , die zusatz- 
lich 2 g/1 Fructose und 380 ug/ml Kanamycin enthalten. Die Platten werden 
3 bis 7 Tage bei 30 'C inkubiert. 

b) Test der transposonhaltigen Stamme au£ 2,4-D-Abbau 

Die so erhaltenen Kanamycin-resistenten Klone steilen Abkommlinge des Stam- 
mes JMP1 34 dar^ die das Transposon TnS stabil in ihrem Genom integriert 
haben. Sie werden parallel auf zwei Minimal -Agar-Platten ausgestrichen , von 
denen eine 1 mM 2 , 4-Dichlorphenoxyessigsaure , Natriumsalz (2,4-D), die 
andere 2 g/1 Fructose und 380 yg/ml Kanaraycin enthalt. Die Platten werden 
3 Tage bei 30 'C inkubiert. Stamme, die eine Mutation in einem der fiir den 
2,4-D-Abbau verantwortlichen Gene aufweisen, konnen 2,4-D nicht als Wachs- 
t\jinssubstrat verwenden (2,4-D-negativ) . Sie treten mit einer Haufigkeit von 
0,1 bis 1 % auf, bezogen auf die Gesamtheit der transposonhaltigen. 
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Kanamycin-resistenten Klone. 

c) Identizizierung des Gendefekts der 2 , 4-D-neqativen iMutanten 
Die so erhaitenen 2 , 4~D-negativen ^4utanten warden parallel auf zwei 
Minimal -Agar-Plat ten ausgestrichen, von denen eine 2 mM 3-Chiorbenzoe- 
saure, Natriumsalz (3-CB), die andere 2 g/1 Fructose und 380 uq/ml 
Kanamycin enthalt. Die Flatten werden 3 Tage bei 30 •C inkubiert, 
2 , 4-D-negati ve Transposonmutanten vcm Stamm JMP134, die eine Mutation 
in den Genen tfdC, tfdD und tfdE des 2 /4^D-Afabaues aufweisen, kdnnen 
3-CB hicht als Wachstumssubstrat verwenden (3-CB-negativ) , wie Don et al. 
[j, Bacteriol. 161 :85 ( 1 985 )] zeigen konnten. Mutanten in den Genen tfdA 
und tfdB hingegen kdnnen auf .3-CB als einziger Kohlenstoffquelle wachsen 
(3-CB-positiv) . Transposonmutanten, die sich in diesem Test als 3-CB- 
positiv erweisen, werden demnach welter hdln mittels eines Enzymtests auf 
Defekte in den Genen tfdA oder tfdB untersucht- Dazu werden die Stamme 
in 250 ml Minimal -iMedium (wie oben, ohne Agar) mit einem Zusatz von 15 mM 
Natriumpyruvat und 1 mM 3-CB 16 Stunden bei 30 "C angezogen. Die Zellen 
werden durch Zentrifugation bei 4 ^'C geerntet , ■ dreimal in 10- -ml kaltem 
(4 °C) Minimal -Medium (ohne Kohlenstoffquelle) gewasc±ien und rezentrifu- 
giert, und zuletzt in soviel Minimal -Medium suspendiert, da3 sich eine 
optische Dichte bei 420 nni von 30 ergibt. Fiir den Enzymtest der 2,4-D- 
monooxigenase bzw. der 2 , 4-Dichlorphenolhydroxylase wird r Volumenanteil 
der Zellsuspension mit 9 Volumenteilen eines sauerstof fgesattigten 
Minimal Mediums gemischt, so daB sich eine optische Dichte bei 420 nm von 
3 ergibt. Mit Hilfe einer handelsiiblichen Sauerstoffelektrode wird dann iiber. 
10 min die Sauers toff auf nahme ohne Substratzijsatz verfolgt. AnschlieI3end 
wird 2,4-D zu einer Endkonzentration von 1 mM oder 2 , 4-Dichlorphenol zu 
einer Endkonzentration von 0.2 mM zugegeben und die Abnahme der Sauerstof f- 
konzentration iiber 20 min verfolgt. Durch diesen Test lassen sich tfdA- 
Mutanten von alien anderen Mutationstypen sowie vom Wildtypstairen JmPI 34 
unterscheiden: Sie zeigen nach Zusatz von 2,4-D keinerlei Erhohung des 
Sauerstoffverbrauchs^ wahrend nach Zusatz von 2 ,4-Dichlorphenol eine 
signifikante Steigerung der Sauerstof f auf nahme eintritt. Der Wildtyp- 
stamm sowie tfdB-Mutanten zeigen nach Zusatz von 2,4-D als S»abstrat einen 
gesteigerten Sauerstof fverbrauch und damit eine intakte 2 , 4-D-monooxigenase , 
Bei den beiden Transposonmutanten JMPI 34 :TYi5-2 und JMP134:Tn5-4 handelt es 
sich um zwei 2 , 4-D-negative , 3-CB-positive Mutanten mit einer nachweisbaren 
2 ,4-Dichlorphenolhydroxylase afaer ohne nachweisbare 2 , 4-D-monooxigenase . 
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Sie kdnnen damit als trdA-Mutanten identif iziert werden. Diese Zuordnung 
wird durch weitere in den folgenden Beispielen beschriefaene Versuche be- 
statigt. 

ggHgigL-Lll_gfPggggj:gr^- klonierter tfdA-Ge ne in anderen gram-negative n 
Bakterien als E . coli 

a) Herstellung von Donorstatranen fiir den konjugativen Transfer tfdA-haltiger 
Piasntide 

Die auf der Grundlage von mobilisierbaren Vektoren mlt breitem Wirtsbereich 
wie pVK10l[v.C.Khauf et al. Plasmid 8:45 (1982j/, pGSS33[g.S. Sharpe, Gene 
29:93 (1984)] und pfcr231 (m, Bagdasarian et al. Current Topics in Microbiology 
and rmmunology 96:47 (1982j} konstruierten Plasmide, deren Herstellung in 
den Beispielen 1 bis 7 beschrieben ist. konnen aus dem mobilisierenden Stanm 
E. coli S17-lLBiotechnoiogy 1:784 (1983)] durch Conjugation auf andere 
gram-negative Bakterien wie z.B. Alcaligenes eutrophus und Pseudononas putida 
iibertragen werden. Dazu miissen sie erst durch Transformation in E. coli SI 7-1 
gebracht werden, sofern sie nicht bereits in diesem Stamm kloniert wurden. 
Zu diesem Zweck wird aus den Klonen von E. coli LE392, die das betreffende 
Plasmid enthalten, die Plasmid-DNA nach T. Maniatis et al. (vgl. oben# iso- 
liert- 0.2. mi kompetente Zelien von E. coli LE392. hergestellt nach 
T.J. Silhavy et ai. (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Labo- 
ratory, cold Spring Harbour, Nevr York. 1984^ werden mit 1 uL der isolierten 
Plasmid-DNA gemischt, 40 min auf " Eis belassen, 3 min auf 42 /C erhitzt, mit 
2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 37 "c inkubiert. Portionen von 50 ul 
bis .200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen , die das entsprechende 
zur :Selektion geeignete Antibiotikum enthalten. Die Flatten werden 16 Stun- 
den bei 37 "c inkubiert. 

b) Konjxjgativer Transfer 

Ein so erhaltener Stamm von E. coli ST 7-1 , der eines der in den Beispielen " 
1 bis 7 beschriebenen Plasmide enthalt, wird 16 Stunden bei 37 "C in 5 ml 
LB-Medium angezogen, das ein zur Selektion geeignetes Antibiotikum enthalt. 
Als Rezipient wird einer der faeiden in Beispiel 13 isolierten tfdA-Mutanten 
(Fall A), der pJP4-fr&±e stamm Alcaligenes eutrophus' JMP222[r.H. Donet al. 
J. Bacterid. 145:681 (1981 )](Fall B) oder Pseudoncnas spec, B13 
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• ji:. Dorn et ai. Arch. Microbiol. 99:61 (19742J (Fall C) in 5 mi PYE-Medium 
(3 g/1 Pepton, 3 g/1 Hef eextrakt ) 16 Stunden bei 30 angezogen." Die 
Zeiien des Donors tammes warden aJszentrif ugiert und in dem doppelten Vo lumen 
PYE-Medium suspendiert. Die Suspension der Donorzellen und die Kultur des 
Rezipienten werden zu gleichen Teilen geniischt. 100 ul der Mischung werden 
auf einen Membranf ilter (Millipore HA 0 .45 pm) pipettiert, der sich auf 
der Oberflache einer PYE-Agar-Platte befindet, AnschlieGend wird die Platte 

6 Stunden, bei 30 ''C inkubiert. Dann werden die Zellen mit 1 ml 0.7%iger 
NaCl-Ldsung vom Filter afagewaschen und die Zellsuspension wird in 

7 Schritten jeweils 1:10 (0.1 mi + 0.9 ml) mit O.TStLger NaCl-Ldsiing ver^ 
diinnt. Von jeder Verdiinnung werden 100 ul auf einer Minimal -Agar-Platte 
ausgestrichen, die eines der folgenden Wachstumssubstrate enthalt: 1 nM 
2,4-D im Fall A ( tf dA-Mutante ) , 4 mM Phenoxyessigsaure-Na im. Fall B 
(Alcaligenes eutrophus JMP222) oder 1 mM 4-ChlorphenoxYessigsaure-Na im 
Fall C ( Pseudcflnonas B13). Die Platten werden im Fall A J4 Taqe, im.Fall B 
und C 4 Tage bei 30 inkubiert. 

c) Eigenscha£ten der neu entstandenen Staimie 

Mobilisierbare Plasmide mit breitem Wirtsfcereich aus der oben genannten 
Gruppe, welche ein intaktes tfdA-Gen enthalten, ermdgSichen nach konju- 
gativem Transfer dem jeweiligen Rezipienten^tamm, eine funktionsf ahige 
2 , 4-D-monooxigenase zu synthetisieren. Dies fiihrt im Fall A ( tf dA-Mutante ) 
z-ur Komplementation der Mutation und damit zur WiederherstellLing der Wild- 
typeigenschaft in Bezug auf die Ver\«rtung von 2,4-D, d.h. es entstehen 
2,4-D-positive Stamme, die auf 2 ,4-D-.Minijnal-Agar-Platten wachsen. Die von 
tfdA kodierte 2 , 4-D-monooxigenase ist aufierdem in der Lage, neben 2,4-D 
auch die mit 2,4-D chemisch verwandten Verbindungen Phenox yessigsaure und 
4-Chlorphenoxyessigsaiire enzyrnatisch umzusetzen, wobei als Produkte 
Phenol bzw. 4-Chlorphenol gebildet werden. Da nun der Stairen Alcaligenes 
eutrophiis JMP222 Gene fiir die vollstandige Metabolisierung von Phenol be^ 
sitzt, ergehen sich nach konjugativem Transfer tfdA-haltiger Plasmide im 
Fall B Stamme mit der neuen Eigenschaft, Phenoxyessigsaure als Wachstums- 
substrat zu nutzen. In gleicher Weise ermdglicht es ein tf dA-hal tiges 
Plasmid einen damit ausgestatteten Pseudomonas 313, welcher komplette Abbau- 
wege fur Phenol und 4^hlorphenol besitzt, auf den SL±)straten Phenoxyessig^ 
saure und 4-Chlorphenoxyessigsaure zu wachsen (Fall C), Der Test auf Ver- 
wertung eines bestimmten Substrates, wie er oben beschrieben wird, eignet 
sich besonders zum Nachweis der Expression des tfdA-Gens durch in 
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mobillsierbaren Broad-Host-Range-Vektoren klonierte DNA-Fragmente and deren 
verkiirzte Derlvate, deren Hersteiiung in den Beispielen 1 bis 7 beschrie- 
ben wxrdL. Dafcei zeigt sich, da£3 die Plasmide pVJHZl , pGJS3, pKJS31 , ;KJS32, 
. pfaSE330, PKJS32RHAS' und PKJS(X)630 alie ein intaktes tfdA-Gen enthalten, 
wahrend: das Plasmid pKJEdB130 kein funktiqnsf ahiges Genprodukt kodiert, 

Seispiel j_Argeicher\irg_T^n_^ 2 , 4- D-fnonooxigenase i n E . coli 

a) Herstellung- hochproduzierender E. coli Stamme 

Die auf der Grundlage der von Tabor konstruierten Vektoren ^0:7-5 und . 
pCTT-S hergestellten rekombinanten Plasmide, die in den Beispielen 8, 9, 
"10 und IT beschrxeben werden, enthalten klonierte DNA-Fragniente ijn AnschliiB 
an einen starken Promotor des Phagen T7. Plasmide aus dieser Gruppe, welche 
ein intaktes tfdA-Gen in der richtigen Orientierting zum Promotor enthalten, 
kdnnen unter dem Einflufi der von dem Plasmid pGP1-2|s. Tabor et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci, USA 82:1074 ( 1 985 j] edpr imier ten TT-RNA-Polymerase in 
E. coli K38 in groBen Mengen 2 , 4-D-monooxigenase produzieren. Da der Pro- 
motor spezifisch nur von der T7-RNA-Polymerase erkannt wird, und da diese 
auf dem Plasmid pGPI -2 unter der Kontrolie eines hitzesensitiven lambda^ 
Repressors steht, kann die Syn these des Genpiroduktes diorch Hitze induziert 
werden. Durch Zugabe von Rifampicin kbnnen atJUSerdem ' die bakteriellen 
RNA-^PolYTTierasen gehemmt werden* Zur Herstellung der. hochproduzierenden 
Stamme wird die Plasmid--DNA aus den in den Beispielen 8 bis 11 erhaltenen 
plasmidhaltigen Stammen von E. coli LE392 nach T. Maniatis et al. (vgl, 
oben) isoliert. E. coli K38 , der das Plasmid pGP1^2 enthalt, wird 16 S tun- 
den bei 30- ^'C in LB-Medium angezogen, das zrur Selektion auf pGP1^2 mit 
■50 ug/ml Kanamycin versetzt worden ist. Aus der gewachs^en Kultur werden 
•kompetente Zeilen nach dem Verfahren von T,J, Silhavy et al , (^Experiments 
with gene fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, 
New York, 1984^^ hergestellt. 0.2 ml kompetente Zeilen werden mit 1 m1 
der isolierten UAA gemischt, 40 min auf Eis belassen, 5 min auf 37 °C er- 
'^^^'t, mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 30 ''C inkubiert. Portionen 
von 50 ul bis 200 yl- werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, die 50 pg/mi 
Ampicillin und 50 ug/ml Kanamycin enthalten. Die Flatten werden 16 Stunden 
bei 30 *C inkubiert. 

b) Induzierte Produktion und radioaktive Markierung des tfdA-Genprodukts 
Die so erhaltenen Ampicillin- und Kanamycin-resistenten Klone .enthalten 
das Plasmid pGPI -2 und eines der rekombinanten Fa?7-Derivate. Sie werden 
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in 10 mi LS-Medium rrtit einem Zusatz von 50 ug/ml Ampiciiiin und 50 ug/ml 
Kanamycin bei 30 "C angezogen. 3ei einer optischen Dichte von 0.5, ge- 
messen bei 390 nm, werden 0.2 mi Kultur abzentrifugiert. Die Zellen warden 
in 5 mi M9-Medium nach T. Maniatis et al. (vgi. oben) gewaschen, wieder 
abzentrifugiert und schlieQiich in 1 ml M9-^edium suspendiert / das 20 pg/ml 
Thiamin und je 0.01 % aller proteinogenen Aminosauren aul^er Methionin und 
Cystein (insgesamt 18) enthalt. Die 2tellsuspension wird 60 min bei 30 *C 
geschiittelt, dann wird die Temperatur auf 42 "C erhdht. Nach 15 min werden 
10 ul Rifampicin-Ldsung (20 mg/ml in Methanol) zugegeben und der Ansatz 
wird weitere 10' min bei 42 belassen. Danach wird die Temperatur wieder 
auf 30 *c erniedrigt, nach 20 min wird der Ansatz mit 10 yCi Lr-('^^S) 
Methionin (Amersham, cell labeling grade) versetzt und 5 min bei Raumtempe- 
ratur belassen.. Die Zellen werden anschliefiend abzentrifugiert, in 120 pi 
Auftragspuffer (60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 1 % Natriumlaurylsulf at , 1 % 
2-^ercaptoethanol, 10 % Glycerin, 0.01 % Brocnphenolblau) suspendiert und 
3 min auf 95 "C erhitzt. 

c) Identifizierung des spezifisch radioaktiv marJcierten tfdA-Genproduktes 
Die so erhaitenen Proben werden auf ein 12.5%iges Polyacryl amid -Gel 
jlj.K. Laemmii, Nature 227:680^ ( 1 970]] geladen und die gesamten bakteriellen 
Proteine werden nach dem dort beschriebenen literatLirbekannten Verfahren 
elektrophoretisch aufgetrennt, Nach beendeter Elektrophorese wird das Gel 
30 min in einer Mischung aus 2.5. g SERVA Blau G, 454 ml Methanol, 92 ml 
Essigsaure und 454 ml Wasser gefarbt und anschlieBend 24 Stunden in einer 
Mischung aus 50 ml Methanol, 75 ml Essigsaure und 875 ml Wasser entfarbt. 
Das Gel wird auf einem Filterpapier (Whatman 3MM) mit Hilfe eines handels- 
iiblichen Geltrockners getrocknet, anschliefiend wird nach T, Maniatis et al. 
(vgl: oben) die Autoradiographie mit einem Rdntgenfilm (Kodak Industrex AX) 
durchgefiihrt und der Film entwickelt, Auf den Autoradiogr.anwnen wird ein 
einzelnes markiertes Protein bei denjenigen Stammen identif iziert , welche 
neben pGP1-2 eines der Plasmide pTJSS* 035, pfrjS*B435, PTJS'X535 oder E>TJS' 
X5356m€ga en thai ten. Allen diesen homologen Plasmiden ist gemeinsam, dafi 
das klonierte Fragment von der T7^RNA-Polymerase zum Sall-Ende hin trans- 
kribiert .wird, Bei Plasmiden mit der umgekehrten Orientierung des Inserts 
(pTJSS'036, prrJS'B435 un d pTJS'X535) wird kein spezifisch markiertes Protein 
gefunden. Durch Vergleich mit Standardproteinen bekannter Gr6f3e wird das 
Moiekulargewicht der markierten Proteine bestimmt, Dabei ergibt sich fur 
die von pTJSS'035, pn:JS'B435 und e:^JS'X535 exprimierten Genprodukte ein 
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Molefcuiargewicht von 32 000, fiir das von Efl?JS'X535omega exprimierte Genpro- 
diikt ein, Molekxjiargewicht von 29 000. 

- d) Induzierte Produktion mit Nachweis der enzymatischen Aktivitat 
Die oben erhaltenen St am me von E. coli K3a, welche pGP1-2 und eines der 
Plasmide EfrjSS-035. pTJS'B435, prJS'X535 oder pTJS ' X535o(nega enthalten, warden 
bei 30 "c in 20 ml L^-Medium mit einem Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin und 
50 ug/ml Kanamycin angezogen. Bei einer optischen Dichte von 1 .0 bei 590 nm 
wird die Temperatur auf 42 "C erhoht und die Kultur 25 min geschiittelt. Da- 
nach werden 100 ul Rif ampicin-Losung (20 mg/tnl in Methanol) zugegeben und 
die Kultur 2 Stunden bei 37 "C geschiittelt. Der Nachweis der enzymatischen 
Aktivitat der 2 , 4-D-nKDnooxigenase in E. coli folgt dem von Amy et al. 
[Appl. Env. LMicrobiol. 49:1237 ( 1 985 Jj beschriebenen Verfahren des radioak- 
txven Enzymtests mit folgenden Anderungen: Die Zellen einer induzierten 20 mi- 
Kultiir werden durch Zentrifugieren geerntet, mit 10 ml EM-Medium gewaschen, 
wieder abzentrifugiert und schlieBlich in 10 ml EM-iyJedium suspendiert. Die 
Zellsuspension wird in einem 250 ml Warburg-Kolben mit 10 ml Transformations- 
_ puffer gemischt, mit 200 pg unmarkiertem 2,4-D und 0.1 uCi - 2 , 4-Dichlor- 
phenoxy(2-^'^C)essigsaure (Amersham, 55 mCi/mmol ) . versetzt und im verschlos- 
senen Kolben 4'^Stunden bei 21 "C geschiittelt. Anschliefiend werden 0.5 ml 
beta-Phenylethylamin in das zentrale Gef aB des Warburg-Kolbens pipettiert 
und 2 ml 1 M SchwefeL^as werden in die Zellsuspension injiziert. Nach 
1 Stunde Schutteln bei 21 "C wird das beta-Phenylethylamin in 5 mi Zahl- 
fliissigkeit (rotiszint 22, Roth) aufgenommen und die Radioaktivitat der 
Probe im Szintillationszahler gemessen. Stamme von E. coli K38, welche nefaen 
PC3P1-2 eines der Plasmide piJSS'Q35, ptf'JS'B435 oder prjS'X535 enthalten, 
weisen in diesera Test hohe Enzymaktivitat auf , wahrend solche mit dem Plasmid 
pTJS ' X535omega keine Enzymaktivitat exprimieren. 

ggjgPjrg^ Besti mmung der Basensequenz der in Ml 3 klonierten DN ft 
a) Herstellung deletierter Phagen aus MJSS'G30 und MJSS'031 
Ziir Sequenzierung des 2 Kilobasen groCen BamHI/Sall-Fraginenti der 
lEterrfcia anten Phagen nach der Methode von Sanger |Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 74:5463 (1977)] wird zunachst durch gerichtete Deletion nach einem 
literaturbekannten Verfahrenjo. Henikoff, Gene 28:351 (1984)Jeine Serie 
von unterschiedlich verkiirzten Phagen hergestellt, die es erlauben, durch 
iiberlappende Sequenziertjng von jeweils 200 bis 300 Basen die gesamte Basen- 
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sequenz zu ermittein. Dazu wird aus Stammen von E. coll JM7 01 , welche die 
in Beispiei 7 2 hergestellten Phagen MJSS'030 bzw. ^4JSS•031 enthaiten, nach 
dem dort fur die Phagenvektoren MUtgUO und tM13tgl31 faeschriebenen Verfah- 
ren die Doppelstrang-DNA isoliert, 10 gg Doppelstrang-DNA des Phagen 
=>U"SS* 030 werden mit den Enzymen PstI und Sail geschnitten, 10 ug Doppel- 
strang-DNA des Phagen MJSS'031 werden mit den Enzymen BantJI und Sad ge- 
schnitten. Die Restriktionsansatze werden mit Phenol extrahiert und die 
geschnittene DNA wird mit Ethanol gefallt. Die anschliefJende Verdauung der 
DNA mit Exonuclease III und SI -Nuclease, die Klencw-Fiillung der iiberstehenden 
DNA-Enden und' die Lxgation erf olgen genau aach dem von Henikof f beschrie- 
benen Verfahren mit folgender Anderung: Anstelle von Sl.-Nuclease wird Mung 
Bean Nuclease (Pharmacia) verwendet, Portionen von 0.2 ml kompetenter 
Zelien von E. coli, JMTOljTj. Messing et al. Nucl. Acids Res.. 9:309 ^^981)J, 
hergesteilt n3LC±i dem Verfahren von T,J. Silhavy et al. (Experiments with gene 
fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984), 
werden mit je 20 ul der Ligationsansatze versetzt, 40 min auf Eis belassen, 
3 min auf 42 /'C erhitzt, mit je 3 ml geschmoizenem (45 ''O H-Top-Agar 
(Beispiei 12) gemischt und auf H-Agar--Platten (Beispiei 12) ausgegossen. 
Die Piatten werden 16 Stunden bei 37 inkiobiert. 

b) Identif izierung deletierter Phagen 

E. Goli JM101 wird in 2 ml TY-Medium (Beispiei 12) 16 Stunden bei 37 
.angezogen. 1 ml dieser Kultur wird mit 100 ml TY-Medium verdiinnt und je 
2 ml der verdiinnten Zellsuspension werden mit einem der oben ef halte- 
nen Plaques infiziert. Die Kulturen werden 5 Stunden bei 37 ""C geschuttelt 
und dann zentrifugiert, Aus den Uberstandefi der Zentrifugation wird die 
Einzelstrang-DNA nach dem von Amersham [m13 Cloning and Sequencing Hand- 
book, 1984J angegebenen Verfahren gewonnen. Aus den abzentrifiigierten Zellen 
wird die Doppelstrang-DNA nach T. Maniatis et al, (vgi. oben) isoliert. 
Die Doppelstrang-DNA der aus MJSS'030 hervorgegangenen verkiirzten Phagen 
wird mit Bglll, diejenige der aus MJSS'031 hervorgegangenen Phagen mit 
EcoRI und Sail verdaut. Durch anschlie(3ende elektrophoretische Axaftrennung 
der Bnichstucke auf einem 2?^igen Agarosegel nach T. Maniatis et al, (vgi. 
oben). wird die Grofie der. jeweiligen Deletion bestimmt. 

c) Sequenzierung der Einzelstrang-DNA 

Von der oben erhaltenen Einzelstrang-DNA der vertirzten Phagen sowie von 
der in Beispiei 12 hergestellten Einzelstrang-DNA von MJSS'030 und MJSS'031 
wird die Basensequenz nach dem literaturbekannten Verfahren der 

ERSATZBLATT 



wo 88/01641 



PCT/DE87/00392 



Didesoxynukleotid-Sequen2ierung|Prcx:. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463 
f19772|bestinimt, Dafaei wird die von Amersham gegebene Vorschrift £lM13 
Cloning and Sequencing Handbook, 1094] befolgt. Zur Auftrennuryg der DNA- 
Fragmente wird ein 55 cm langes Gel mit einer von 0.1 inn his 0 . 4 nm an- 
steigenden Dicke verwendet. Die identifizierten DNA-Sequenzen der ver- 
kurzten Phagen werden mit Hilfe eines Coraputer-Programms[c, Queen et al. 
Nucl. Acids Res. 12:581 (1984)] an iiberlappenden Regionen zu einer DNA-Se- 
quenz zusanmengef iigt .die den gesamten Abschnitt zwischen der BamHI-Schnitt- 
stelle und der Sall-Schnittstelle des in M13tg130 bzw. M13tg131 klonier- 
ten Inserts umfaOt. Durch Vergleich der beiden so erhaltenen kcmplemen- 
taren DNA-Strange wird die Basensequenz faestatigt - 

d) Eigenschaf ten der sequenzierten DNA 

Mit Hilfe- des obengenannten Computerprogramns werden alle Eigenschaften der 
DNA ermittelt, die sich unmittelbar aus der Basehfolge ergeben. Darunter 
sind als wichtigste zu nennen: die Lage der Erkennungsstellen fiir Re- 
striktionsendonukleasen, die Lage und Lange der offenen Leserahmen als 
mdgliche kodierende Regionen eines Gens, die Haufigkeit bestinvnter Basen 
und deren Verteilung, und das Vorkonmen bestimmter funktioneller DNA-Se- 
quenzen. Die Analyse der DNA-Sequenz zeigt einen offenen Leserahmen, dessen 
Lage, Lange und Transkriptionsrichtiang mit den in den Beispielen 14 und 15 
faeschriebenen Eigenschaften des tfdA-Gens iibereinstimmt . Er faeginnt an ei- 
nem GTG-startkodon mit der Base Nr. 748 uni endet vor einem TAG-Stopkodon 
mit der Base Nr. 1608 und hat somit eine Lange von 861 Basen, welche mit 
der Lange des von tfdA kodierten Proteins (Beispiel 15) korrespondiert . Die 
Insertion von Transkriptions- und Translationsstopsignalen in die einzige 
Bglll-schnittstelle des sequenzierten Fragments, "wie es die faonierung des 
omega-Fragments in Efl'JS'X535 darstellt (Beispiel 11), verkiirzt diesen offe- 
nen Leserahmen rechnerisch auf 768 Basen, was mit der Expression eines 
verkiirzten und enzymatisch inaktiven Genprodukts durcfa das Plasmid 
pTJS • X535cniega (Beispiel 15) iibereinstinmt. 
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10 20 30 40 50 60 

GCA TCCTGTCTCAGCTGGCGCGCAATGCTCGAACCCGCTGCGATATACAGCCGTTCGTAG 

- ■ 70 80, 90 100 110 120 

• TCCACCTGCTCCACCGTGATTCCAGGCTCCTGGGGGTAGAAGCGGCCGACACCGAGATGG 

IJO 140 150 160 170 180 

•A'TGGTGCCGGCACGCAGGGCCTCGATCTGCCGCACCTTGGGCATCAGGGCCAGAGACAGC 

190 200 210 220 230 240 

GTCGCCCCCGGGACCGCCTGCGTGAACGCATGGAGCAATGCCGGGACGGTCTGGTAGATC 

250 260 270 280 290 300 

GCCGTGCCGAGGTAGCCGATATCGAGTTGGCCGATCTCGCCCCGGCTGGCGGCGCGGGAC 

310 320 330 340 350 360 

CGGTCCACGGAAGTCCGACCCAGTTCGAGCATGCGCCGTGCATCTTCGAGAAACGCGGCC 

370 380 390 400 . 410 420 

"CGGCGGGCGTGAGCTGCACGCCGCGCGCGCTGCGCTCGAACAACAACACGCCCAGATGC 

430 440 450 480 470 480 

TGTTCGAGCGCGTGAATCTGTCGCGTGACCGGGGGCTGGGAAATATGCAGCCGCCGCGCG 

490 500 510 520 530 540 

GCGGCACCGACGTTGCCCTCCTCCGCGGCAGCAACGAAATAGCGAAGCTGTCGAAACTCC 

5.^0 560 570 580 590 600 

ATTCTTCACTCCTGGTGGCTGGGTCCGGCTGCCGGAGAGCCATACCGATCCCGTATCGCT 

6L0 620 630 640 650 660 

CGCGCTGATGGAAGGTATTAGACCATATGGCCCGGCATTTCTAGAGTACCGCCATGATAA 

670 680 690 700 710 720 

AACTCGGCTGCTCTCTCGTCTGCTGGAAOATCTTCAGGCGCGCTGAGCCGTCTTTTTGAA 

73o' : ^''^^^^^^^ . 750 7.60 770 780 

ACAGTCTCTTAGAAAAGGAGCAAAAAA«rrGAGCGTCGtCGCAAATCCCCTTCATCCTCTT 

790 800 810 820 830 840 

TTCGCCGCAGGGGTCGAAGACATCGACCTTCGAGAGGCCTTGGGTTCGACCGAGGTCCGA 

850 860 870 880 890 " 900 

GAGATCGAACGGCTAATGGACGAGAAGTCGGTGCTGGTGTTCCGGGGGCAGCCCCTGAGT 

910 920 930 940 950 960 

CAGGATCAGCAGATCGCCTTCGCGCGCAATTtCGGGCCACTCGAAGGCGGTTTCATCAAG 

970 980 990 .1000 1010 1020 

GTCAATCAAAGACCTTCGAGATTCAAGTACGCGGAGTTGGCGGACATCTCGAACGTCAGT 

10:W 1040 1050 1060 1070 1030 

CTCCACGGCAAGGTCGCGCAACGCGATGCGCGCGAGGTGGTCGGGAACTTCGCGAACCAG 

1090 1100 1 110 1120 1130 1 140 

CTCT'JGCACAGCGACAGCTCCTTTCAGCAACCTGCTGCCCGCTACTCGATGCTCTCCGCw 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

GTGGTGGTTCCGCCGTCGGGCGGCGACACCGAGTTCTGCGACATGCGTGCGGCATACGAC 



1210 1220 1230 1240 1250 12B0 A IHi 

g<:gct«cctcgggacctccaatccgagttggaagggctgcgtgccgagcactacgcactg MDO. 1U< 



wo 88/01641 



PCT/DE87/00392 



1280 1290 1300 1310 " 1320 

' AACTCCCGCTTCCTaCTCGGCGACACCGACTATTCGGAAGCGCAACGCAATGCCATGCCG 

i:^30 L340 ' 1350 1360 137Q lliSO 

^ CCGGTCAACTGGCCGCTGGTTCGAACCCACGCCGGCTCCGGGCGCAAGTTTCTCTTCATC 

L-i^O 1400 1410 1420 1430 1440 

\ aGCGCGCAvJGCGAGCCACGTCGAAGGCCTTCCGGTGGCCGAAGGCCGGATGCTGCTTGCG . 

1450 1460 L470 1480 1490 1500 

GAGCTTCTCGAGCACGCGACACAGGGGGAATTCGTGTACCGGCATGGCTGGAACGTGGGA : ^ 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

GATCTGGTGATGTGGGACAACCGCTGCGTTCTTCACCGCGGACGCAGGTACGACATCTCG * 

1570 1580 1590 1600 1810 ' 1620 

GCCAGGCGTGAGCTGCGCCGGGCGACCACCCTGGACGATGCCGTCGTchcAGCGCACGCCA 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

TGGCGCACGCCCTTTTCGCGAAGGCCCCACAAGATGTACGCAACCCTGATCAGCGGCAGC 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

GGTAGCCTGGACGGCGACACCTTGGCGCAGCGCGTCCTTCGAGCGGCGGGCGGCCTGGCG 

1750 1760 1770 1780 1790 1800 

GCATGGGGATTGAGGCCCGGTGATGTCGTCGCCATCCTCATGCGCAATGACTTTCCGGTG 

1310 1820 1830 1340 1850 1860 

CTCGAAATGACGCTGGCCGCGAACCGCGCCGGCATCGTTGGGGTGCCTTTGAACTGGCAT 

« 

1^170 1380 1890 1900 laio' 1920 

GCGAACCGGGA-CG AGATCGCCTTCATCCTCGAGGACTGCAAAGCGCGTGTGCTCGTCGCG 

1930 1940 1950 • 1960 1970 1980 

CACACCGATCTGCTCAAGGGCGTTGCATCCGCGGTGCCCGAGGCCTGCAAGGTGCTGGAA 

1990 2000 2010 2020 2030 2040 

GCCGCGTCGCCGCCCGAGATCCGGCAGGCCTATCGGCTGTCCGATGCGTCGTGCACGGCG 

2050 

AACCCGGGCACGGTCGAC 
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Internationales Aktenzeichen: PCT/ 



MIKROORGANISMEN 

Angatxm OtMr dsn «if Stit* ..13 Zail* ,^,2.'r2.^r S«s<:hreibun« ^ann ten Mikroorganiimus' 



A. KENN2EICHNUNG OCR HINTERLEGUNG^ 

W«tc«re Hinfcrlogungttn sind auf ainvm zusitzlichen Blatt ang«gab«n • I I ' 



Nam* dar HincarlagungsstaUa^ 



Deutsche Sammliing vo Mikroorganisinen 



Anschrl/t der Htntarlegungssteile (einschliaGlich Poftleiizahl uod Land)** 

Grisebachstr . 8 

D - 3^00 Gottingen 



Datum dar HintarlegungS 



28. August 1986 



E ingangsnummer ^ 



DSM 3829 - 38^3 



B. WEITERE ANGABEn' (die Angabcn wordan auf einem gesondarten Bratt fortgesaizt I l l 



M3 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGA8EN GEMACHT WEROEN^ (falJs die Angaban nichx alia Besnmrnungssiaaten 

bf^treffenl 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEN^ 



n°i^"e1*dtrSmar!^^n^^^^ ^'"^ Internaiionalen Biiro eingereicht^ (allgemaine Ba^ichnung der Angaben. z.Q, "Eingangs. 



E.LS 



Oiesas Blan wurde zusammen m\t dar internationalen Anmeldung eirj^ereicht {vom Anmeldeamt nachzupfrj/cn* 



V^^I^^jL^ erwci .r,j ncswlrt 



□ n ^ =• . . V ^^egierungsannh-nann 

Daium das Emgangs dieses (vom Anmalder nachgereichren) Slaitas bairn ln»»,«^,:««,.— ar..^'*0 



Oovollmdcnkigtiir 8«amt«r) ^ K\Dt4\'A'' ' '4 

\ Regierui 

lim Incarnationaien Buro^ 



ie«voilmacntigtar S««mt«r| 



Formtjian PCT/ RO/ 134 (Januar 1985) 



Anmarkungen siene Seibian 



Qanuar 1986) 



Ersateblatt 
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MIKROORGANISMEN 



13 



. Zx'la . 



Saschrvibung gmi9nntmn Mikrooroanismut 



. KSNNZEICHNUNG OER HINTERLEGUNG^ 
W«it«f» Ninrvna^n^wi sind Juf «m«m «usatzficlwn 8Un 



Q 



Name tier HinnfrtvQun^stvlU^ 

Deutsche SammLung von Kikroorganismeti (DSM) 



Amchrift d«r Hinterf^^jngnteKe (einschlMlich Posti«itzaM ur^ Landl^ 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oanim d«r Hmradegung^ 



28.08.1986 



Eii 



DSM 3829 



8. WEiTHRE ANGABEM^ (di« AngabMi ^mmnimn mif^nmn o«oad«ran 8l«n fort^««2t CH) 



Elir diejenigen Bestiimungen, in deneti um. ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entLichung des Hinweises auf die Ertailung des europaischea 
Patents oder bis zu daa Tag, an data die ^nmeldung zuriickgewiesen. oder zurikkge- 
TTonnai wird oder als zuruckgenrnmen gilt, der Zugang zii daa hinterlegten Mikro— 
organismus rnir durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganianaus an eir^n Sach- 
verstandlgen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 



C. aESTIMMUNGSSTAATEN,F0ROIEAMGAa£NGE3MACHTWEROEN^ KUiHx^ 



Angaban rndttalto Stiminu i np^iaat an 



O. NACHREiCHUNG VON ANGASEN^ 



FoJgmda AngatMn w i tiii spimr baicn lnc«m«tianal«n mnatrmcht^ 
numm«rdar HinraHagung") 



(ailgamat'ntt Bacaichnung dar Angaban, z.a. ~Ei 



Oiaavs Blact Murda 3 



^ ^0 Vu '67 



A wma l d un g mngmrmcht <v«m Aiwnatdaamt nachaipcufan) 



□ „ . ^ \ J^eglerungsamtmonn 

Datum das Einqangi diMS (vom Anmafdar rucftgarBciiran) Stattas bairn Icitamanonatei Oko'*^ 




(BOTro4Uri4cMlgtar Saamwl 



Qtpi.-Verw-Gl^jnqsw lrt 



R. KONVALIN 



(8avo»mAe«iti«tar aa«ntar> 



Formoiatt PCT/ RO/ 1 34 (Januar 1 985) 



Anmarkungan tfaha BaMcS 



(Januar 1986) . 
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Internationales AKtenzeictien: PCX/ 
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MtKROORGANISMEN 

An^aban tibar dMi auf S«i(a Z«ti« . . . . . . d«r Btffcfireibung ganannnn Mikroorganitmus^ 



A. KENNZEICHNUNG OER HINTERLCGUNC 

Wvftvr* Hintariogun9«n tind aul «fn«m zusatzlich«n Slaff ai 



□ 



Narrwder Hinierlogunguialla'* 

Deutsche SammLung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dsr HinteHsgungutelle (einschliaStich Poitlaitzahl und L^nd)^ 

Gisebachstr- 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Datum d«r Hinrortegun^^ 



28.08.1 986 



DSM 3830 



a. W6ITERE ANGABEN (di« Angabm wardan auf mnm getonderxvn Slau fortQmmzz 



□ 



Eiir diejenigen Beatinnungei, in denen an ein , europai s c h es Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen . 
Patents oder bis zu dem Tag, an dera die AriiEldijng zuriickgei/iesen oder zunickge- 
nannm wird oder als zurlickgenanuen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organisonus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganisnus an einen Sach- 
verstandlgen hergesteLlt, der vcxi der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN*' (falU di« Angaban nicht alia Baitimmungataaian 

b«treffaffif 



O. NACHREICHUNG VON ANGA8EN° 



ral9Bnd« An^akMn wafdan ipatar bairn Incamationalan Buro eingaratcht^ (ailgaimina Bazaichming der Angaban, z.B. "Eingan^- 
nummar dar Hintartagung") 



E. I y I Oiesa« Blati wurde guum i iwi i iiiu J8 t Ifl^maiidMJien Aiu i w l dw og tingarwicht tvom AnmoJdaamt nachrupnifan ) 



nnOOiLJ Dipl.-Verwcltungsv/irt 



< aawo H f ^ acmigta f a««mMr| 



□ 



Regisru ngsc n t.-r.c n n 



Oatum das Emga«>gs diesat (vom AnmahJar naet>gcnichx9n} Slaitacibaim Iniamationatan Buro 



(Ba«o4tmachilatar BaMntar) 



FormoUR PCT/RO/134 (Januar 1965) 



Anmarkungan ai«ha B«iblaa 



(Januar 1986) 
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CE?7/Qra92 ° 

Internationaies Aktenzeichen: PCX/ 



M3 



Ml KROO RGAN iSMEN 



Angaben ubcrdon wf S«u« ...13. ZMilm . . .1 ft . . . d«f B«chrtibung 



ganannt«n Mikroorganiunus 



A. KENNZEICHNUNG OCR HCNTERLEGUNG^ 

VV«if«r« Hinrarfe^unQvn sind auf «i'n«fn zusit2ltCh«n Blan 



□ 



Deutsche SammLung voa Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift der Hi'nteiiegungsxtelle (efnschti«£lk:h Post(«ttz^i und L^odi* 



Gisebachstr. 8, 3400 Gottingen, DeutschLand 



Datum d«r Hinreiiegung^ 



28.08.1986 



EinganguiunrMTMr^ 



DSM 3831 



a. WEITERE ANGASEN^ Cdis Angifawi «weftj«n muf mnum gnofvtenm Blatt fongamxzz PH l 



Eur diejsiigen Bestnnraungen, in denen um ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hiriweises auf die Erteiiung europaischsi 
Patents oder bis zu dan Tag, an dem die Anneldung zuriickgewiesen oder zuruckge- 
nomien wird oder als zurikJsgenonnen. gilt, der Zugang zu Hgm hinterlegten Mikco- 
organisnais nur durch Herausgabe einer Probe deg Mikcoorganianus an einen. Sach- 
verstandigen hergestellt, der vcxi der Person, die die Probe beanttagt, benannt 
wtrd CRegeL 28 Absatz 4 EPU). 



C. SESTIMMUNGSSnTAATEN. FOR DIE ANGABEf^GEMACHT WEROEN^ (faJI»df« An^abm nichtaltc BcxtimmungBtaaten 

bstrsffeni 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEN^ 



Foigendtf Angafam vv«ni«n spimr b«ifn lnt«mstian«(«n Suro mngcntctit (sllgamvinc 8«zBichnunQ d«r An«ab««. r.B. "Eingangi- 
nummer der HintsHegung") 



Blatt wunte 3 



r fnf rmttnml a n ftnmatrlno q «tjfcg«rvtcht (vom.Anme4d«amt nachajphifen) 



Datum dn Etngangi dieses (vom AnmekSer nach9«r«ichr«n) Blettei bairn Intemationalen Bure^*' 



(B«wo4lm*entlst«r SMmtart 



Formblatt PCT/ flO/ 1 34. (Januar 1 985) 



Anmerlcungen tMm Saibiatt 



(Januar 1986) 
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Internationales Aktenzeichen: PCT/ 
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M3 



Angaben i/bar d«n wuf Saita . 



MIKROORGANISMEN 

13 , . 15 , 

Zsila d«r Btfschirmbung 0«nannt6n Mikroarganifmus 



A. KENNZEICHNUNG OER HtNTERLEGUNC 

Waitera Hinterla^n^tfn sind auf ainem zusitzirehen aiart an9«geb«n l^xj ^ 



Name der HinterlegungsstaJta^ 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschriftder H in terlagungsi telle {einschliaQlfch Postleitzahl und Land)^ 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Datum der HinterlcgungS 

28.08.1986 



£ ingangsnummer^ 



DSM 3832 



a. weiTERE angaben' (die Angabon w«nieo auf ainem Qssondartett Slatt fongaiatzt i U 



Rir diejenigeri Bestinmmgen, in denen tin ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Verdffentlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischOT 
Patents oder bis zu dem. Tag, an dem die Atiik Idling zunickgewiesQi oder zuruckge- 
nanren wird oder als zuriickgencninen gilt, der Sjgang zu dem hinterlegten Mikro- ^ 
organisRHis nur durch Herausgabe einer Probe des Mlkroorganianus an einen Sach- ^ 
verstaixiigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, baiannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN^ (falls die Angaben nicht alls aestimmungstaaten 

betreffen) 



O, NACHREICHUNG VON ANGASEN^ 



Foigande Angaben werden spacer beim intemationalen Buro eingereicht^ (altgemeine Bezeichnung der Angaben, i.B. "Eingangs- 
nummer der Hintadesung") 



ieses Blatt wurde Kitamman r 



Tiiif jiiJiWnaien Mnmeiaung ainginnctit (vom Anmeldeamt nachzupriif en ) 

'IS . \n\r\f)n / Dipl.-Verwoirungswirt 



□ 



ta^o.in,ac^^.. 8.-n«r» Rggjeru nQsc .T. r.-^ o H H 



Datum des Eingangi dieses (vom Anmelder nachgeretchtenl Blattas beim Intemacionalen Buro^** 



(aMolimAehtlgrer Baamter) 



Formblatt PCT/RO/134 (Januar 1985) 



Anmerkungen sfehe Beibtatt 



Qanuar 1986) 
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Angaben ubar d«n auf S«ita - .1 3 Zsils . . 



MIKROORGANISMEN 

16 



A. KENNZEICHNUNG OER HINTERLEGUNG^ 

Weitarv Hincartagungen liod auf «in«m xusitzlichen Bfait 



.0 



Name der Hinterie^ungssraila^ 

Deutsche SammLung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dar Htnteriegungutelle (etnschiraeiich Posifairzahl und LandJ* 



Glsebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oacum der Hinnrlegung^ 



28:08.1986 



EinganginuRwnar^ 

DSM 3833 



a. WEITERE ANGASEN^ (di« Angaban Mrdm 4uf at'nam sesanderten Bian fongowtzt CH 



Fur diejenigen Bestimnmgm^ in denen an ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Verdff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischm 
Patents cxier bis zu dem Tag, an dan die Anmeldung zuriickgewiesen rxj er zurikkge- ■ 
nonnen wird oder als zurdckgenannen gilt, der Zugang zu Hpm hinterlegten Mikro- 
organisraus nur durch Hierausgabe einer Probe des Mikroorg^nisniis an einen Sach.* 
verstandi^en hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, beiannt 
wird (RegeL 28 Afasatz ^ EPU). 



C- SESTIMMUNGSSTAATEN, FOR DIE ANGASEN GEMACHT WEROEN^ (fails die Angabeo nicht aile Bestimmungataatcn 



batreffen) 



O. NACHREICHUNG VON ANGASEN^ 



Folgende Angaban wardan spatar bairn Inremationalen Euro ain^raicht^ (alIo«niain« Sezatchnuno dar Angaban. z.a. "Einoanoi- 
nummer der Hintadegung") 



^' C^j Oiasas Blatt wurrle z nAj i ii i i e inumwi UUtfUUUmijlHi Aiiuiu l Uuiiy u jngefaicht (vom AnmatdeaiTit nachius|rijfen» 




□ 



73 ■ -i^ii 

(a«waltm4entlgi«r e««ntar) 

Datum das Eingangs dieses' (vom Anmelder nach^eraichcent Blatias beim Intemationalan aCros' ° 



Formblatt PCT/ RO/ 134 (Januar t98S) 



Anmerfcungen a'ehe Beiblan 



ganuar 1986) 
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M3 



MIKROORGANISMEN 

An^aoen iibmr d«n ouf S«ii« ..13 Zcil« . . . . 1 .7 . . d«r Bwhrvibung 9Mi«nn(«n Miliroorg«ntsmus^ 



A. KENN2EICMNUNG D6R HINTERLEGUNG'' 

Weitvra Hintflriegungon sind atif ainom ^usitztichen aiatt ang«gab«n 



Name der Hinterlogungsstsllc^ 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dar Hinteria^ngutelte (ein»chlt«Blich Postlattzahl und Landl^ 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen , . Deutschland 



Datum der Hintsrtegung^ 




E jngangsnumm«r^ 




28.08.1986 


DSM 3834 



8. WEITERE ANGABEN (die Angaban vMrdOT auf ain«m Qooodenan BUtt fort^Mmzt 



Fur diejenigen Bestinmangen, in den^ on ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europa i schgi 
Patents oder bis zu dan Tag, an dem die Anmeldung zuriickgewiesen oder zuriickge- 
nannen wird oder als zunickgen ummi gilt, der Sjgang zu dem hinterlegten Mikro- 
organisnus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganisnus an elnen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, baiannt 
wird (Regel 28 Afasatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROCN*' (falls d>« An«ab«i nicht aJla Bcstimmun^ataaten 

bctrsffen) 



O. NACHBEICHUNG VON ANGABEN^ 



Faigande AngakMn werrlen spamr betm inramationalen Suro si ng«r«icht (allgamain* Bazaichnung dar 
nummer dor Hintsrfegung") 



Angaban, z.Q. "Eingangs- 



E. J ^ 1 Dieses State wurde zujo iw iweii mil \ J B l inw r uilLtiUt w i AiimalOu rtg ^ngereichT (vom Anmekiaamt nachzupriifen) 




(8Mollm*BftTlgtar aaamrar) 



Dipl.-VePA'Citungsv/irt 



:<sgief u ngsc .r.t " c n n 



□ 



Datum des Eingangs dieses (vom Anmelder nachgerstchrent Blattes beim Intomaiionafen Buro 



(BOTfollmachtlorar Baamterk 



Formbiatt PCT/RO/ 134 (Januar 1985) 



Anineflcungen slefM BaibUtt * 



(Januar 1986) 
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Angabcn Gbw d«i «uf Sctw ..13. Zaif* . , , dtr 8«cf)rnfauf^ giomtwi Mikrooff^aniunut^ 



A. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG^ 

Wett«r» Htnt«r1«^n9«n »in<J auf «in«m ^usat2lich«n BUu 



Name der Hinterlff^ngsstvlls^ 

Deutsche SannnLung von Mikroorganismen (DSM) 



AnschriftdvrHinterlegunguxeile (etnschJi«aiich Pos(t«iczihl unj L^ndl^ 



Gisebachstr, 8, 3400 Gotringen, Deutschland 



Oatunr d«r Hincvflegung^ 



28.08.1986 



DSM 3835 



8. WEITER6 ANGABEN^ (dw Angabm w«fd«« «jf •«n«m gmndM^vn Sim fongMtzt I I 



Rir diejenigen Bestianungoi, in denen un ein europaisches Patent nachgesucht wird, 

wlrd bis zur Veroff entlichLing des Hinweises auf die Erteilung des eajropaischm 
Patents oder bis zu dem Tag, an deni die Anneldung zuriickgewiessi oder zuriickge-i- 
noTTTi FTi wird cxler als ziinickgaiannea gilt, der.-Zugang zu-den hinterlegten Mikro^ . 



organismjs nur durch. Herausgabe einer Probe des Milrr-r-ir- tre^ani m^<s. an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird CRegel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN, FQR DIE ANGA8EN GEMACHT WCROEN^ (fallf dre Angabwi nicfii a«l8 Scstimmun^staatoi 

t>€trafftn| 



□ . NACHREICHUNG VON ANGABEN^ 



Fotgand* Angab«n vmdtn ipawr beim int«mation«l«n Suro etn^raicttt^ (aifgvTTwintf Bezaichnung d«r Anaabwi. r.S. "Elncanai- 
nummer dor Hintsriegung") ^ 



l eiil jiiu ii j iwi Aw fWi l i J^m ti^ ri'cftt (vom Anrm<d«Knt nachzupcufen) 



SUtt vwurd« ziirimmaw wit i 

• (BMoilrT^ehTlatcr a««nMri 
Datum des Eingangs dieses (vom Anmekler nacngereiehten) Slatiet betm Inttmationafen Bunj*** 




(Bmo^tmActitlgter BMmter} 



Formdiatt PCT/RO/134 (Januar 1985) 



Anmartungan si«h« BaibUS 



0anuar 1986) 
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Formblatt fur die Hinterlegung von Mikroorganismen 



Incernationales Aktenzetchen: PCT/ 



CE 87/00392 



MIKROORGANISMEN 

Angahen ub«r dan «uf Smitm ..13 Z«jl« .....19.. dar Bvschrnbung gan«nnt«n MikroorQanismus^ 



A. KENNZEICHNUNG OEfl HINTERLEGUNG^ 

W«it«r« Hinrsfiflgungan nnd »uf ainam 2usaczlicti«n afati ai 



Name der Hinterle^un^ataUa^ 

Deutsche Sammiung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dar HintehagungnteHe (einschtiafilich Postlaitzahl und Landi^ 



Gisebachstr . 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oatum der Hincaflegung^ 



28.08.1986 



£ing«ngutum«Ti«r^ 



DSM 3836 



8. WEITERE ANGA8EN <dia Angaban ^wKiria n auf tintm gaond«rt«n Blan fortgasatzt 



Hir diejenigen Bestimmngen, in denm on ein europaisches Patent nachgesucht wiird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischsi 
Patents oder bis zu dan Tag, an dem die Arraeldung zuriickgewiesoi oder zuriickge- 
naimen wird oder als zunickgenannen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten.Mikro- 
organisnius nixr durch Herausgabe einer Ehrobe des Mikroorganismus an einen Sach- ^ 
verstandigen hergesteilt, der vcn der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Rfigel 28 Absatz 4 EPU). ^^^^^^^ 



C. SESTIMMUNGSSTAATEN, FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN'' (fails dim Anqmbmn nictit aUa Sastimmunvntaatan 

batraffen) 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEN' 



a 



Fofgsnda Angab«n wortjan iparsr batm Intamaxtonaian Suro aingaraicht (allgaiwat n a Saxstchnung dar Angaban, 2.B. "Eingangi- 
nummer der Hihraiiegung") 



M3 



E. I Oiesa« Stact wurde j.uja ii inM.n mil d a r rni a rnn io mt a n fS mm tl^n ^ ^ngtnictw (vom Anmaldaamt nachzupriifen) 



□ 




(BawollfrUchclgtar 8«amcarl 



Dipi.-Ver.vc;:-., 

K. KG 

Segierurcs': ..; 



Datum das Etngangi diasas (vom Anmaldar nachgeretchran) Blactaa beim Intamationalan Buro^^ 



(BwfoHmachtlgrar aaamxar) 



Formdiatt PCT/flO/t34 (Januar 198S) 



Artmertun^en stefm 8«iblaa 



(Januar 1986) 
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MIKROORGANISMEN 

Angab«n ubvr <l«n auf S«t« .,13. Ztif« . . . . , d«r B«schraibung gwimtMi MikroorQanismus^ 



A. KENNZEICHNUNG OER HINTERLEGUNG^ 

W«ttar« Hinrsrt«gung«n sind juf •in«fn ztisifzlichm BUti angvgotoan 



Name der Hintefltfgungsstall*^ 

Deutsche SanmLung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dtr H in terfegunguteile (einschlMSltch Paitleitzahr ui«j tandl** 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oacum der Hinnrlegung^ 



28.08.1986 



EtngangutufTimef^ 

DSM 383 7 



a. WEITERE ANCASEN^ <di« Angaten MftSen auf einem gesacvlancn SUn fcrt^Mtzt Q 



Fiir diejenigen Bestimmngsi, in denen im ein europaisches Patent: nachgesvicht wird^ 
wixd bis zur Veroff entlichung des Hirweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dm die Anneldung zmnickgewiesea oder zuriickge- 
ncrarjen wixd oder als zuruckggiamyn gilt, der Zugang zu don hinterlegten Mikro- 
organi^nus nur dmrck Herausgabe einer Probe des Mikroorganismus an einen Sach- 
verstandigon. bergestellt, der vcci der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Kegel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN, FOR OIE ANGABEN GEMACHT WEROEN^ (fail* die Angaben nicftt 3«Ia Bestimmungataaten 

betreffeni 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEN^ 



Folgande Angaben wenlen sparer betm Intemationalen Bura ««ngere«ctit^ (ajlgemnne Bazafchnung der Anaaban. z-B. "Etnoana* 
nummer der Hinceriegung") 



eses aratt wtirde zm 



[ da» In 



T 



-J, r 



^rwtdon^^'n^reicht (vom AnmeMeamt nactizuphifen) 

Dip:.- 



Ml 



(Bevoifmactftiotar a«amt«r} 
□ Oaium del Ein gangs dieses (vom Antmider nachgcreichteni Btattet boiin IntemsTionalen Buro'° 



(a«vollm«cntfgt«r aaamtar) 



FormbUtt PCT/ RO/ 134 (Januar 1S85) 



Anmartungen aiehe SaibUtx 



(Januar 1986) 
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dar BafCtiratbung gt<iannt«n Mikroorganitmut 



A. KENNZEfCHNUNG OER HINTERU£CUNG 

Weii«r« Hintsriogunqan tind aui ain«m iusitxlichen Slart ang«gat3«n 



Deutsche Sammiung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift der HinrerlegunguteMe (einschli«Bii'ch Postlsttzahl und Land)* 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deiitschland 



Datum dcr Hinrartegung^ 



28.08.1986 



E i n g«ngi n u ffvn«r^ 

DSM 3838 



8. WEITERE ANGABEN^ (die Angaben vMftien auf eineni goionderten Slan fongeseTZt . CZll 



Hir diejenigen BestirnTungai, in denen an ein euiropaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischoi 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Armeldung zuriickgewiesai cxler zuriickge- 
naimen wird oder als zunickgCTannen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganisous an einen Sach- - 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FUR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN"* (fails die Angaben nicftt alle aenimmungnraaten 

betreffen) 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEN 



Foigande Angaben weidan spater betm Intemattonalen Sure eingereichc^ (allgsmeine Sezatchnung der Angaben, z.B. "Eingangs* 
nummar der HinceHegung") 



Dieses 6Iatt wurde TwiBfT''T^ miT flftr i'^**''"7''T"i'tr '^-rns'ilunq. aingemirht (vom AnmekleamT nachzupnifen) 



( SMQUrvUchtioiar Baamtar) 



Oaium des Eingangi dieses (vom Anmekler nachgereichren) Blattas oeim Intamattonaten Suro 



(8«ro4lm*cMlgiar Baamtar^ 



Formtsiait PCT/ RO/ 134 (Januar 1965) 



Anmefkungen sieho Beib4ad 



(Januar 1986) 
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Ml KROO RG AN ISM EN 

AngatHfn ubmr d»n »uf S4it« .A3 Ziita d«r B«chr«ibung g«fi«nnt«n Mikroorgjoismu* 



A. KENN2EICHNUNG OER HINTERLEGUNG^ 

Wei'tare Hinr«r(ogting«n iind auf ai'nvm £uaTzlich«n BUft 



Name der Ht'nterlagungutaJi*'^ 

Deutsche Sammlung von Mikroorgatiismea (DSM) 



Aoschrift dtr Hinteriegun^teile (emsciiUaSIich Postl««tzahl und Land)* 



Gisebachstr, 8, D- 3400 Gottingeri, Deutschland 



Oacum der Hinterlegung^ 



28 •08. 1986 



DSM 3839 



B. WEITERE ANGASEN^ (die Angafaen M«rden euf einem goondenen SUtt fongeMtzi I I 



Hir diejenigen BestimnLingsi, in denen un ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entLichung des Hiiweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu diem Trig, an desn die Anneldung zuzKickgewiesen oder zunickge- 
noTTn e ff i wird oder als zuriickgenomien gilt, der Zugang zu Hpm hinterlegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikrocrganisraus an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der vcn der Person, die die Probe beantragt, beiannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. aeSTlMMUNGSSTAATEN. FOR OCE ANGABEN GEMACHT WEROEN^ (falls d>e Ang^ben nictn alia BeRimmun^staatan 



betreffen^ 



O. NACHREICHUNG VON ANGASEn' 



Foigende Angaben wetrleo spator betm tntamarionalen Buro eingeretcht^ (ailgemmne Baxmehnung der Angaban r.B. "Etnoana. 
nummer der Hinterfegung") ■ ^ ^ 



Dieses Blait wurde i 



\ -i. 'it 87 





Datum des Eingangs dieses (vom Anmelder nachgereichten) Blactes baicn i ntemationaien Buro'^ 




ni i^iiiiiulLlwnji eingirviait (vom Anmeldeamt nachzupnifen) 



(Bewallm^hyigtar a««mt«rl 



(Q«woll(nacntfgi«r SMmter) 



Formblatt PCX/ RO/ 134 (Januar 1985) 



Anmefkungen sieti« BeiMaQ 



(Januar 1986) 
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MIKROORGANISMEN 

Anqatom ub«r dan luf Smif ..13 Z«it« . . . . . dar BMChrsibung gvnanncwi Mikroorganitmui ! 



A. KENNZEICMNUNG 06R HINTERLEGUNG^ 

Weitvrff Hinterlegungon and aui ainvm 2u»izlich«n BUtt angvgeben 



Name der Htn(ert«gungun<l«^ 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift der Hinteriagungtitelle <einsctilicfllich PosttaitzaM und Land)* 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gdttingen, Deutschland 



Oacum der Hinferte9ung^ 



28.08.1986 



• DSM 3840 



3. WEITERE ANGABEN {di« Angabmn vw«nS«n mj^ einem gesonde nen BUtt fongMtzt 



Fur diejenigen Bestiimungen, in denen an etn europaisches Patent nachgesucht wird, 
wlrd bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu den Tag, an deni die Armeldxjng zuriickgewiesei oder. zuriickge- 
nannen wird oder als zuriickgenonnm gilt, >der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organisraus nur durch Herausgabe eiiier Probe des Mikroorganisms an einen Sach- 
verstandigen hergesteilt, der yon der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird' (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FOR OIE ANGASEN GEMACHT WEROEN'' (falls di* Angabmn nictit aila BenimniungBtaaten 

betrelfen} 



O. NACHREiCHUNG VON ANGABEN^ 



Foigsnde Angabvn vwrden ipiiter tMim Inramaiionalen Buro eingareichc^ (ailgemein* 8«zeictinung der Angab«n« z.B. "Eingangs- 
nummer.dar Htntarlegurig") 



6- I ^ Oiasa«8laft 



Anmu li iun i 



C^h^ til ^ ^'1- 



□ 



Datum des Eingangs dieses (vom Anmelder nachgereichren) Blanatbaim Intamationalen BC/o'*' 




riicht (vom Anmaideafnt nachzupnifen) 



(11/ 



(Bwailm«cntl«t«r a«emtar| 



Formtiian PCT/ RO/ 134 (Januar 198S) 



Anmerkungen slehe B«ibtatt 



Qanuar 1986) 
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MIKROORGANISMEN 

Angabon ubardtn mi( S«<t« .A3 2«iU r.^. d«r e«chrwbung gMimtm Mikraof^wiisnnis^ 



A. KENNZEICHNUNG OER HINTERLEGUNG^ 

W«it«ra Hintfliiegiing^n sind auf atnam zusauHch«n BlatI 



X 3 



Nam« der Hlnterlegunguislls^ 

Deutsche Sanimlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrtfr dsrHinwrlBgungMielle {etnsciiit«8lich Pasttmnahl und L*nd)* 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, DeiitschLand 



Datum d«r Hincartegun^^ 



28.08.1986 



* . DSM 3841 



B. WEITERE ANGASeN^ fdie Angabvi iM«id«n mi mnm gmatKimrrtn SInt forcgwizt Ql 



Rir diejenigen Bestimrungen, in denen urn ein europaiscfaes Patent nachgesucht wird,. 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischei 
Patents oder bis zu dem. Tag, an dan die Anneldung zuruckg^riesex oder zuriickge— 
ncninen wird oder als zuriickge ntj iii fc-ai rgilt," der Zugang zu fiem hinterlegten Mikro- 
organianLLS nur durch Herausgabe einer Probe des Mi IrmnT- oanT an einen Sach- 
verstandigen hergestelltr ^vcn. der Persoci, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Kegel 28 Absatz 4 EPU), 



C. BESTIMMUNGSSTAATEM. FOR DIE ANGABEM GEMACHT WEROEN^ (faitvdw Ang^Ma nicht Bcnimfnungauatan 



beTreff«n> 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEn' 



Folgande Angab«fi w«rd«o spitttr boim Irinfnaiionalen Suro mngmrwicht^ (allginwin* B«zstctinung d«r Anaaixn. i-S. "Stngangi- 
nummer d«r Hinrartegung") 



e, LV] OiMK Blatt wufdtt LuiMiiiiiii mil Jii iiiieJlUhoiului AiWlMigun»«ti«/ir«ieht (vom'Anme4d«amt n«hzuprufen» 



^^l^^ ::.c 



(a«vollftUelltlat«r a«flmT«rl 
□ Datum d«s Eingangs diesos (vom Anmaldcr nachgeraichcsn) Blattav b«im Inrvmatfonalan BSro'** 



Fonnblatt FCT/ flO/ 1 34 (Januar 1 965) 



Anmeficun^en detM SaiOUtt 



(Januar 1986) 
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. MIKROORGANISMEN 

AngatMn ubar cf«n auf S«it« . .1 3. Z«il« 7".^. <imr B^schrstbung ganannim Mikroorganismus^ 



A. KENN2EICHNUNG 06R HINTERLEGUNG^ 

W«i(«ra Hinx9r\9gutyg«n lind auf •tn«m zusiizlichm. ai«it an9«gsb«n 



Name der Hinieri«gungist8lt«'^ 

Deutsche Sainmlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrifi d«r HintvHegunguteile {«inschli«Blich Postl««tzahl und Landi* 



Glsebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Datum dsr Hintariegung^ 



28.08.1986 



DSM 3842 



a, WE IT ERE ANGA8EN (di* Angaban w«rd«fi mti ainem ^esondanan Blati forroaMtzt 



□ 



Hir diejenigen Bestinrrungen, in denen on ein europaisches . Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischai 
Patents cxier bis zu dem Tag,- an dem die Armeldurig zuruckgewiesen oder zunickge- 
nonnen wird oder als ziiriickgencnmen gilt, der Zugang zu dem hinterilegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganisnus .an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, b^iannt 
wird (Kegel 28 Absatz 4 EPU). 



C. 3ESTIMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN-* (falls dra Angabm ntcht alia Bcstimmungntaaten 

betraffan) 



D. NACHReiCHUNG VQN ANGABEN^ 



Folgando Angaben warden spiinr b«im fntvmationalan Buro aingcraictit (allgaimina Sazaichnung der Angoban, z.3. "Eingangt- 
nummor der Hintarlegung") 



E. I ^ I Oiesas Slatt wurde Am a m ii m i mil Jai inai i iuno n u l en A Hwi at i i w ng etngJwcht (vom Anmafdaamt nachzupriifen) 

(B«#oilmacliiigtar 8««nt«r) , • 
□ Datum dffs Eingangs dieses (vom Anmeider nachgerotetitan) Slattos batm Intemacianalan aCro 



Formblact PCT/flO/134 (Januar 1985) 



Anmertcungen sleha SaibUtt 



(Januar 1986) 
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Z*t(« dtr SMcftnibung ganarmtan Mikroorganiunus 



A. K6NN2EICHNUNC OEH HINTEflL£GUNG^ 

W«tt«Fa Htnr«r1egung«n umj auf ainam zusitzlichan Blatt 



Name der Hinterlv^ungutaH*'^ 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschri ft dar Hmt«rla«ungntelle (einschlraaiich PosttaitzaM und L^nd)^ 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Datum dar HintariegunoS 



28.08.1986 



Sin^angsnunvnar^ 

3843 



B. WEITER6 ANCABCn' (di« AngabMi Mittan wf linam gmndwun BUn foni 



Hir diejenigen BestimnLingsi, in denat un ein europaisches Patent nacfagesucht wlrd, 
wicd bis zur Veroff entlichung des Hinweisea auf die Erteilung des europaischei 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Armeldung zuriickgewiesen oder ziinickge- 
ncnnien. wird oder als zuriickgenonnen -gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organisraus niir durch Herausgabe. einer Probe des Mikroorganisnus an einei Sach-» 
verstandigen hergestellt, der van der Person, die die Probe beantxagt:, bonannt 
wicd CRegel 28 Absatz 4 EPU), . . 



C. BESTtMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGA8EN GEMACHT WEROEJM^ (falls dia An^aban nkrtn alia Bastimmun^xTaatan 

batreff an I 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEN^ 



FoCgstide Angaban vwdao spatarbeim Intamationalan Buro « ngaratcht^ (allgainatna Baaichnung dar Anoabwi z.S. "Sinis*«- 
nummer dar Hintariegung") n*—^ . f*^^ 



6. Ud 0««« aiait v«jrd« z uj a wim aw niir rlgr fntgm ii i u m \ ■ lUum Wn^raicht twm Anmakteamt nachzupnifan) 



z 



eB«,oilnUcmi9tar B-mt.rl gegjg^y^g^^^^^... 
' 1 Onum das Einqangi dtew (vtxn Anmatder nachgaraichtan) Blattas bairn Intamationafan Buro^*' 



(B«wo<tm«chtl9t«r a««mrar) 



Focnttjiao PCT/ RO/ 134 (Januar 1965) 



AnnMrkungan ai«M« Baibtett 



(Januar 1986) 



wo 88/01641 
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Paten tans prliche : 

I. tfdA-2 ,4-D-monooxigenase-Genfnutante ALcaiigenes eutrophus JMP 134:Tn 5-2 



2. tfdA-2 , 4-D-monooxigenase-Genmutante Alcaiigenes eutrophus JMP 134:Tn 5-4 



3. Verwendung der tfdA-Mutanten Alcaiigenes eutrophus JMP 134:Tn 5-2 und 
JMP T34:rn 5-4 zur Iden tif iziezrung und Isoiierung tfdA-Gene enthai tender 
Piasmide. 



4. Piasmide, enthaltend das tfdA-Gen oder-ein mit tfdA im Wesentlichen 
identisches Gen fur 2 , 4-D-fnonooxigenase, 



5. Rekombinierte DNA , dadurch gekennzeichnet , dan sie die fur das. 2,4-D 
spaitende Protein der angegebenen Aminosauresequenz 1 bis 287 codie- 
rende Basensequenz 1 bis 861 



30 . .60 

GTGAGCGTCGTCaCAAATCCCCTTCATCCTCTTTTCGCCGCAGGGGTCGAAGACATCGAC 
ValSerValValAlaAsnJProLeuHisProLeuPheAlaAlaGlyValGluAspIleAsp 

90 , . 120 

CTTCGAGAGGCCTTGGGTTCGACCGAGGTCCGAGAGATCGAACGGCTAATGGACGAGAAG 
LeuArgGluAlaLeuGlySerThrGluValArgG luIleG luArgLeuMe t AspG luLys 

. 150 . . 180 

TCGGTGCTGGTGTTCCGGGGGCAGCCCCTGAGTCAGGATCAGCAGATCGCCTTCGCGCGC 
SerValLeuValPheArgGlyGInProLeuSerGlnAspGlnGlnlleAlaPheAlaArg 

210 . . 240 

AATTTCGGGCCACTCGAAGGCGGTTTCATCAAGGTCAATCAAAGACCTTCGAGATTCAAG 
AsnPheGlyProLeuGluGlyGlyPhelleLysValAsnGlnArgProSerArgPheLys 

270 / . 300 

TACGCGGAGTTGGCGGACATCTCGAACGTCAGTCTCGACGGCAAGGTCGCGCAACGCGAT 
TyrAlaGluLeuAlaAspIleSerAsnValSerLeuAapGlyLysValAlaGlnArgAsp 

330 . . 360 

GCGCGCGAGGTGGTCGGGAACTTCGCGAACCAGCTCTGGCACAGCGACAGCTCCTTTCAG 
AlaArgGluVal ValG lyAsnPheAlaAsnGlnLeuTrpHisSer AspSerSerPheG In 

390 . . 420 

CAACCTGCTGCCCGCTACTCGATGCTCTCCGCGGTGGTGGTTCCGCCGTCGGGCGGCGAC 
GlnProAlaAiaArgTyrSerMetLeuSerAlaValVal ValProProSerGlyGlyAsp 
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450 . , 480 

ACCGAGTTCTGCGACATGCGTGCGGCATACGACGCGCTGCCTCGGGACCTCCAATCCGAG 
ThrG laPheCysAspMefcArgAlaAlaTyrAspAlaLeuProArgAspLeuGiaSerGlu 

510 . . 540 

TTGGAAGGGCTGCGTGCCGAGCACTACGCACTGAACTCCCGCTTCCTGCTCGGCGACACC 
LeuGluGlyLeuArgAiaGluflisTyrAlaLeuAsnSerArgPheLeuLeuGlyAspThr 

570 . . 600 

GACTATTCGGAAGCGCAACGCAATGCCATGCCGCCGGTCAACTGGCCGCTGGTTCGAACC 
AspTyrSerGLuAlaGlnArgAsnAlaMefcProProValAsnTrpProLeuValArg^Thr 



630 



HrsAlaGlySerGlyArgLysPheLeuFheneGlyAlaHisAlaSerffisValGluGly 



690 



720 



LeuProValAlaGluGlyArgMetLeuLeuAlaGluLeuLeuGluflisAlaThrGliiArg 



750 



780 



gaattcgtgtaccggcatcgctggaacgtgggagatctggtgatgtgggIcaaccgctgc 



GluPheValTyrArgflisArgTrpAsnValGlyAspLeuValMetTrpAspAsnAr 



gCys 
840 



810 o^n 

ValLeuHxsArgGlyArgArgTyrAsprieSerAlaArgrArgGluLeuArffArgAlaThr 



ACCCTGGACGATGCCGTCGTC 
Thr-LeuAsp Asp Ala Valval 



ode^ ein nach dem genetischen Code fur die gleiche Aminosauresequenz 
-dierendes Aquxvalent da von en thai t, 



CO- 



6, 
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15. Plasmid pKJS32RH/iS' 

16. Plasmid pTJS5'035 

17. PLasmid prJSS'036 

18. Plasmid prJS'X5 35 

19. Piasmid pTJS'K536 

20. Piasmid pPJS ' X535omega 

21. Phagen iMJ'SS'030 ' . 

22. Phagen lMJSS'031 

23. Verfahren zur Hersteliung von tfdA-Gene enthaitenden Piasmiden, dadurch 
gekennzeichnet , dan man DNA-Fragmente aus Wildtyp-Bakterien und Piasmid- 
vektoren miteinander verkniipft und tfdA-Gene enthaitende Plasmide liber 
die Expression des Abbaus subs tituierter ode r unsubstituierter Phenoxy- 
essigsauren in Stammen, die die entsprechenden Phenole verwerten konnen, 
isoiiert. 

24. Verfahren zur Hersteliung von tfdA-Gene oder Telle dieser Gene enthai- 
tenden Piasmiden, dadurch gekennzeichnet , dafi man aus gemafi An- 
spruch 2 3 erhaltenen Piasmiden Subf ragmente, die das intakte tfdA-Gen 
Oder Telle dieses Genes enthaltenen, mit einem Vektorplasmid verkniipft. 

25. £. coii-Stamme, enthaltend Plasmide mit einem tfdA-Gen oder mit Teilen 
dieses Gens,' 

26. Pseudomonas-Stamme, enthaltend Plasmide mit einem tfdA-Gen oder mit 
Teilen dieses Gens. 

27. Alcaligenes-Stamme, enthaltend Plasmide mit einem tfdA-Gen oder mit 
Teilen dieses Gens. 

28. Verfahren zur Hersteliung neuer Bakterienstamme, die tfdA-Gene oder 
Telle dieser Gene enthalten, dadurch gekennzeichnet , daXi man den betref- 
fenden Stamm nach an sich bekann ten Verfahren mit der Plasmid-DISIA nach 
Anspruch 4 transf ormiert . 

29. Verfahren zur Hersteliung neuer Bakterienstamme, die tfdA-Gene oder 
'Ifeile dieser C^-e enthaltai, dacirch gekaraeici-net, d^ rrai aus dsn nazh Anspnrh 28 



Ersatzblatt 



wo 88/01641 



"62- 



PCT/DE87/00392 



erhaltenen Stammen die Plasmide durch Kunjugation auf andere Stamme 
iibertragt . 

30 , Verwendtong von Bakterienstammen , die tf dA-Gene oder Teiie dieser Gene 

enthalten, zur Herstellung der 2,4~D-monooxigenase- 

31 . Verwendung von tfdA-Genen oder Teilen dieser Gene enthaltenden Plasmide 
als Ausgangsprodukt zur Herstellung von 2 , 4-D-spaltenden lebenden Or- 
ganismen . 
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